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Introduction des travaux de thèse 
Le rotavirus, agent de diarrhées infectieuses d’origine virale de la famille des 
Reoviridae, engendre des pertes économiques considérables aussi bien dans le secteur 
agronomique que dans celui de la santé. Ce virus hautement contagieux, fut découvert en 
1973 dans des biopsies duodénales d’enfants diarrhéiques, par Bishop (Melbourne, Australie). 
Il affecte aussi bien les enfants des pays industrialisés que ceux des pays en voie de 
développement où il est l'une des causes principales de mortalité infantile. 
Les rotavirus, ont un génome constitué de 11 segments d’ARN bicaténaires. La capside 
virale est constituée de trois couches protéiques et possède une symétrie icosaédrique T=13 de 
type laevo. Le core est constitué de 60 dimères de VP2 qui adoptent une symétrie triangulaire 
T=1 et interagissent, par le biais d’interactions majoritairement hydrophobes, avec la capside 
intermédiaire formée de trimères de VP6. La couche externe est constituée de 60 trimères de 
spicules de VP4 et de 260 trimères de VP7 stabilisés par les ions calcium. 
Le calcium a  un rôle important dans la stabilisation de la capside externe. En effet la 
baisse de la concentration en calcium en deçà d’une concentration critique induit la 
dissociation de la capside externe, libérant ainsi les particules virales infectieuses (DLPs) 
transcriptionnellement actives. Il a été montré que des fragments trypsiques de VP7 
induisaient la déstabilisation des membranes de liposomes et ont suggéré une entrée du 
rotavirus par un mécanisme d’endocytose impliquant les fragments trypsiques de VP7. 
Contrairement aux virus enveloppés, le mécanisme de translocation de la particule dans 
le cytoplasme reste toujours mal connu. Le travail effectué au cours de ma thèse a consisté, 
dans un premier temps à identifier les fragments trypsiques de VP7 susceptibles d'interagir 
avec les membranes et les déstabiliser. Nous avons ensuite caractérisé par des approches 
biophysiques et biochimiques, l’activité de ces différents fragments trypsiques sur des 
membranes modèles et étudié leur possible implication dans l'entrée du rotavirus par 
endocytose calcium-dépendante. L’étude structurale par RMN des différents fragments 
trypsiques a été entreprise pour comprendre plus finement la nature des interactions entre les 
membranes et ces peptides. Suite à nos résultats, nous proposons un mécanisme d’entrée du 
rotavirus permettant d’expliquer les effets observés sur les membranes biologiques. 
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6-CF : 6-Carboxyfluorescéine  
Acm : Acetamidomethyl. 
AMBER : Assisted Model Building with Energy Refinement 
ARIA : Ambiguous Restraints in Iterative Assigment  
DDAB : Le didécyldiméthylammonium bromide 
Boc : tert Butoxycarbonyl. 
CD : circular dichroism (dichroïsme circulaire) 
CD3OH : méthamol  
CDCl3 : chloroforme 
CNS : Cristallography and NMR Systeme 
COSY : COrrelation SpectroscopY 
DCC : N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide 
DCU : N,N'-Dicyclohexylurea 
DHPC (06:0 PC) : 1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  
DMPC (14:0 PC) : 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  
DPC : dodécylphosphocholine 
EDT : Ethanedithiol 
Egg PC : L-α-phosphatidylcholine (Egg, Chicken) 
Fmoc : 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl. 
HOBT : N-Hydroxybenzotriazole 
HPLC : High Performance Liquid Chromatography (chromatographie en phase liquide 
  à haute pression) 
it0 : Iteration 0 
it8: Itération 8 
LUVs : vésicules larges unilamellaires (large unilamellar vesicle) 
MALDI-TOF : Désorption Ionisation Laser Assistée par Matrice-Temps de Vol 
MLV : multilamellar vesicle (vésicule multi-lamellaire) 
Mtr : 4-methoxy-2, 3, 6-trimethylbenzenesulphonyl.  
NMP : N-Méthyl-2-pyrrolidone 
NOE : Nuclear Overhauser Effect  
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NOESY : Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY  
Pbf : 2, 2, 4, 6, 7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-Sulfonyl. 
PBS : phosphate buffer saline (Tampon phosphate salin)  
Pmc : 2, 2, 5, 7, 8 – pentamethylchroman-6-sulfonyl. 
PWR : Plasmon-waveguide resonance spectroscopy  
RDC : Residual Dipolar Coupling 
RDC : Residual Dipolar Coupling 
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
RX : Rayons X 
SPR : Surface Plasmon Resonance Spectroscopy  
t-Bu : Tert-butyle. 
TFA : d’acide trifluoroacétique 
Tis : Triisopropylsilane  
Tmob : 8-2, 4, 6-timethoxybenzyl. 
TOCSY : Total Correlation SpectroscopY  
Trt : Triphenylmethyl. 
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I. Introduction générale 
I.1 Le Rotavirus 
I.1.1. Historique 
Les rotavirus représentent la principale cause de diarrhée aiguë sévère dans le monde 
chez les jeunes enfants1,2. Ces agents infectieux d’origine virale ont été découverts 
récemment3, contrairement aux bactéries et parasites qui ont été, pour certains, identifiés au 
19ème siècle. Néanmoins, l’hypothèse d’une étiologie virale était suspectée de longue date, 
lorsqu’il a été démontré que des ultra-filtrats extraits de selles de patients affectés de 
gastroentérite, ne contenant qu’un faible nombre de bactéries, pouvaient transmettre la 
maladie à des sujets sains. Puis dans les années 1950 à 1960, le développement de méthodes 
d’isolement de particules virales en culture cellulaire, a permis aux virologues d’identifier un 
certain nombre de ces virus. Cette technique fut hélas très décevante dans le cas de 
gastroentérites. Cependant, en 1963, l’utilisation de la microscopie électronique a permis à 
Adams et Kraft de déceler la présence de particules virales sphériques, dans l’épithélium 
intestinal de souriceaux infectés par le virus de la diarrhée épizootique (EDIM : Epizootic 
Diarrhea Infant Mice)3. À la suite de cette première découverte, d’autres virus répondant aux 
critères de la maladie ont été décrits chez diverses espèces animales. En 1967, Malherbe et 
Strickland-Cholmley ont mis en évidence la présence de particules virales nommées SA11 
(Simian Agent 11) chez le singe4. Puis, en 1969, Mebus et al, ont identifié le NCDV 
(Nebraska Calf Diarrhea Virus) chez les veaux diarrhéiques5. Mais ce n’est qu’en 1973, que 
Bishop et son équipe du département de Gastro-entérologie du Royal Children’s Hospital de 
Melbourne (Australie), ont découvert dans des biopsies duodénales d’enfants diarrhéiques6, 
des particules virales identiques au NCDV et ont rattaché ce virus au genre orbivirus. 
Finalement, en 1974, Flewet et son équipe ont révélé l’existence d’analogies antigéniques et 
morphologiques entre les virus humains et bovins7. Ils ont ainsi, proposé de les regrouper 
sous le nom de rotavirus, du latin « rota » signifiant roue, inspiré par leur forme en roue 
révélée par microscopie électronique. En 1979, le genre Rotavirus est instauré au sein de la 
famille Reoviridae. 
I.1.2. Pathologies associées au rotavirus 
Les principaux signes cliniques des infections au rotavirus sont des diarrhées, des 
vomissements, de la fièvre, l’abattement, l’anorexie et la déshydratation. L’infection des 
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entérocytes matures, au sommet des villosités de l’épithélium intestinal, par ces virus, 
entraîne la lyse des entérocytes. Il en résulte ainsi de nombreuses altérations microscopiques, 
telles que, l’atrophie des villosités intestinales, la dilatation du réticulum endoplasmique des 
entérocytes et l’hypertrophie des cryptes intestinales8. 
Une diminution de l’activité des disaccharidases a été également décelée dans le cas 
d’une infection au rotavirus, conduisant ainsi, à une hausse de la concentration en lactose dans 
la lumière intestinale6. De plus, par microscopie confocale à balayage laser, Jourdan et al, ont 
pu montrer que l'infection par le rotavirus induit entre autres, des modifications importantes 
du cytosquelette, qui sont en corrélation avec la diminution de l’expression de la sucrase-
isomaltase à la surface apicale des entérocytes9,10. 
L’infection au rotavirus a été longtemps considérée comme étant limitée au niveau de 
l’épithélium de l’intestin grêle. Cependant, la présence d’ARN viral, révélée par RT-PCR, 
transcription inverse suivie d’une réaction de polymérisation en chaîne, dans le liquide 
céphalo-rachidien et le sérum des enfants affectés par le rotavirus, suggère que le virus 
s’échappe de l’intestin vers le système circulatoire sanguin11,12. Cette hypothèse a été 
également extrapolée et confirmée chez les animaux11,13. 
I.1.3. La particule virale 
I.1.3.1 Propriétés physico-chimiques 
Les rotavirus sont caractérisés par un degré de résistance très important, qui leur permet 
de persister dans le milieu extérieur. De plus, des observations faites dans le milieu 
hospitalier, suite au développement des maladies nosocomiales, on permis de mettre en 
évidence le rôle de l’environnement dans la transmission des infections à rotavirus14-16.  
La particule virale (TLP) dont la densité est évaluée à 1.36 g/cm3, possède un  pouvoir 
infectieux très élevé. La dose infectieuse du rotavirus est supposée proche de 10 à 100 
particules17, néanmoins, dans l’absolu on estime qu’une particule virale peut suffire à 
déclencher une infection18. De ce fait, Il est d’autant plus probable que les particules virales 
qui résistent à l’environnement puissent infecter l’hôte. En effet les particules virales sont très 
stables à un pH s’étalant de 3 à 9 et aussi en conditions d’humidité relativement basse et 
haute.  
Connues également, pour leur capacité à survivre dans la matière fécale pendant une 
longue période, ces particules virales sont inactives en présence de chlore19, d’amonium 
quaternaire et d’hypochlorite. Néanmoins, les particules virales soumises à des températures 
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très élevées (chauffage à 50°C pendant 1h) deviennent inactives. En outre, les rotavirus sont 
inactifs en présence d’éthanol, de phénol, de formaldéhyde et de lysol, tandis que, le 
formaldéhyde à 37°C, l’hexachlorophène à 0.75% (1:3) et le n-chloro-tosylamide de sodium à 
67% peuvent détruire les rotavirus20. 
I.1.3.2 Composition 
La capside virale du rotavirus est constituée de trois couches concentriques de 
protéines. La couche la plus externe est formée des glycoprotéines VP7 (34/37.3 KDa) d’où 
émergent les protéines VP4 (86.5 KDa). On observe ensuite une couche intermédiaire de 
protéines VP6 (44.8 KDa), représentant près de 50 % du poids du virus. Puis on trouve la 
couche la plus interne, appelée core, résultant de l’assemblage des protéines VP2 (102 KDa), 
d’où percent vers l’intérieur, l’ARN polymérase virale « VP1 » (125 KDa) et la 
guanylyltransférase « VP3 » (98 KDa)21,22. Il existe entre ces trois couches protéiques un 
réseau de cavités, qui permet l’extrusion de l’ARNm néosynthétisé et assure également le 
passage de métabolites23,24. 
 A l’intérieur de la capside, l’ARN génomique est réparti au niveau des 12 canaux de 
type I, selon une symétrie icosaédrique22,25,26. Pesavento et al, ont montré que la condensation 
du génome varie en fonction des modifications du pH, qui affectent les interactions protéine-
ARN27. D’autre part, il est important de mentionner que le génome constitué de 11 segments 
d’ARN bicaténaire, code aussi pour six autres protéines non structurales, NSP1 à NSP61, 
synthétisées lors de l’infection virale et n’intervenant pas dans la structure de la particule 
virale. 
I.1.3.3 Structure de la particule virale 
I.1.3.3.1. Structure à basse résolution  
L’observation par microscopie électronique et traitement d’images des particules non 
colorées et non fixées du rotavirus simien ont permis de montrer que ces particules de 765 Å 
de diamètre présentent une symétrie icosaédrique T=13 de type laevo23. Une reconstruction à 
basse résolution de la structure tridimensionnelle du rotavirus établie par Yeager et al., à partir 
d’analyse d’images acquises par cryo-microscopie électronique, a permis de déterminer 
l’organisation générale du virus à une résolution de 37 Å et 26 Å28 (Figure I.1.3.3.1.1).  
Les principales caractéristiques de la particule virale sont les suivantes : la capside 
externe est constituée de 780 sous unités de VP7 et de 60 spicules de VP4 qui émergent au 
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moins de 100 Å à partir de la surface de la capside. Le rayon moyen de ces particules est 
estimé à 377 Å, la couche de VP7 présente à sa surface 132 canaux, de diamètre variant de 40 
Å à 60 Å. Vient ensuite, la capside intermédiaire constituée de 260 trimères de VP6 et 
présentant également à sa surface des canaux, correspondant à ceux de la capside externe. Ces 
canaux sont classés en trois types selon leur localisation (Figure I.1.3.3.1.1):  
• Canaux de type I : 12 canaux ont été localisés sur les axes icosaédriques d’ordre 5. 
• Canaux de type II : au nombre de 60, ces canaux sont situés sur les axes locaux 
d’ordre 6 entourant les axes d’ordre 5. 
• Canaux de type III : il existe 60 canaux de ce types autour des axes d’ordre 3.  
La couche la plus interne, « core », d’un rayon moyen estimé à  255 Å a été attribuée 
aux trois protéines VP1, VP2 et VP3, en absence de données structurales déterminantes. 
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Figure I.1.3.3.1.1 : Reconstruction tridimensionnelle de la particule virale à partir d’images de cryo-
microscopie électronique à basse résolution. 
A. Vue selon l’axe deux de la particule virale à une résolution de 37 Å. 
B. Coupe transversale de la particule virale à une résolution de 26 Å. Dans cette reconstruction les zones 
claires correspondent aux masses volumiques élevées. Les differents axes (C2 : axe d’ordre 2 ; C3 : axe 
d’ordre 3 ; C5 : axe d’ordre 5) et les trois types de canaux (I, II, III) sont également représentés   
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I.1.3.3.2. Les pseudo-particules virales 
Les pseudo-particules virales résultent de la capacité d’auto-assemblage des protéines 
virales. Selon les protéines qui les constituent, les pseudo-particules virales (VLP) présentent 
les mêmes propriétés structurales et fonctionnelles que les particules natives, mais sans leurs 
capacités réplicatives29 et infectieuses. D’autre part, elles constituent un outil particulièrement 
intéressant pour les études structurales, fonctionnelles et immunologiques. En effet, des 
études effectuées sur des pseudo-particules virales recombinantes VP2/6, par cryo-
microscopie électronique ont permis de monter que la capside interne était constituée de 60 
dimères asymétriques de la protéine VP2 (Figure I.1.3.3.2.1). Ces protéines organisées selon 
une triangulation T=1 interagissent avec le génome viral et les protéines structurales VP1 et 
VP330 d’après des études biochimiques31. 
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Figure I.1.3.3.2.1 : Structure tridimensionnelle des pseudo-particules virales VLP2/6 à une résolution de 
22 Å (d’après Lawton et al., 1997). 
A. coupe transversale partielle montrant la topologie de la surface intérieure du core VP2. 
B. Topologie de surface du core VP2, montrant la constitution de cette couche en 60 dimères quasi-
équivalents. 
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I.1.3.3.3. Modèle atomique de la particule virale 
Les progrès des études effectuées par cryo-microscopie électronique et l’amélioration 
des procédures de traitement des données ont permis d’obtenir une description des particules 
virales à une résolution de 9.5 Å32. Ces études associées aux structures cristallographiques des 
différentes protéines, VP733, VP634, VP435-37 et de la particule virale à double couche 
protéique38 (DLP), ont révélé la complexité structurale de la capside et permis de mieux 
comprendre l’organisation du virion (Figure I.1.3.3.3.1). 
La couche interne constituée de 60 dimères de VP2, interagit avec la capside 
intermédiaire (trimère de VP6) par le biais d’interactions majoritairement hydrophobes. Quant 
à la couche externe, elle est constituée de 260 trimères de VP7 stabilisés par les ions calcium  
et de 60 trimères de spicules de VP4 enfouies dans les canaux de types II. Chaque spicule de 
VP4 est en contact avec trois VP7 des six trimères entourant l'axe d'ordre 6 (canal de type II). 
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Figure I.1.3.3.3.1 : Reconstruction tridimensionnelle de la particule virale à partir d’images de cryo-
microscopie électronique à une résolution de 9.5 Å (d’après Li et al., 2009). 
La couche interne constituée par 60 dimères de VP2 est indiquée en vert. La couche intermédiaire formée 
par 260 trimères de VP6 est représentée en cyan. La couche externe est composée de 260 trimères de VP7 
(en jaune) et de 60 spicules de VP4 (en rouge).  
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I.1.4. Les protéines virales 
I.1.4.1 Les protéines non structurales  
I.1.4.1.1. NSP1, une protéine accessoire 
La protéine non structurale NSP1 est exprimée très tôt au cours du cycle viral à partir du 
gène 539. Cette molécule constituée de 495 aa (58.6 KDa) chez la souche SA11, de 
localisation cytoplasmique, est la moins conservée des protéines virales40-42. L’interaction de 
la molécule NSP1 avec les protéines NSP2, NSP3, NSP5 et NSP6 a été démontrée par 
Gronzalez et al43., cependant, aucune interprétation fonctionnelle n’a été apportée43. D’autre 
part, le domaine N-terminal de la protéine comporte une séquence riche en cystéines, qui 
adopte une structure dite « en doigt de zinc », essentielle pour l’interaction avec l’ARNm40-
42,44. 
De nombreux virus ont la capacité de contourner une partie des mécanismes effecteurs 
de l’immunité innée par inhibition d’un ou plusieurs composants du système d’interféron 
(IFN). Dans le cas du rotavirus, c’est la protéine NSP1 qui assure cette fonction en induisant 
la dégradation protéasome-dépendante du facteur de réponse à interféron 3 (IRF3), IRF5 et 
IRF7. Il résulte de cette dégradation l’inhibition de la transcription d’interférons IFNα/β de 
type I. De plus les travaux récents de Graff et al., ont permis de montrer que la protéine NSP1 
inhibe également le facteur nucléaire Kappa B (NFκB), protéine impliquée dans la réponse 
immunitaire, en induisant la dégradation protéasome-dépendante de la β-TrCP, β-transducin 
repeat containing protein45. 
I.1.4.1.2. NSP2, une ATPase 
La protéine NSP2 exprimée à partir du gène 8 et d’un poids moléculaire moyen de l’ordre de 
36.7 KDa est très conservée. Localisée dans les viroplasmes, inclusions virales, siège de la 
réplication virale, cette protéine ayant une conformation en anneau octamérique46 possède une 
forte affinité pour les ARN double-brin (ARNdb) et les ARN simple-brin (ARNsb)47,48. En 
effet, Aponte et al., ont détecté la protéine NSP2 associée aux ARNdb du complexe de 
réplication, comportant également les protéines virales NSP1, NSP5, VP1, VP2 et VP643,48-51. 
D’autre part, cette protéine est également essentielle pour la formation des viroplasmes48,50,52, 
elle interagit avec la protéine NSP5 pour former des structures comparables aux 
viroplasmes50.  
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La structure du complexe NSP2-NSP5 a été déterminée récemment par cryo-
microscopie électronique. Cette structure a permis de montrer que l’ARNdb et la protéine 
NSP5 partagent le même site de fixation sur NSP2. De plus, contrairement à la protéine 
NSP5, la fixation de l’ARN au niveau des sillons d’octamères de NSP2, riches en résidus 
chargés positivement, induit un changement conformationnel de NSP253,54. 
Une activité NTPase (RNA nucleoside triphosphatases), Mg2+ dépendante, a été 
également associée à la protéine NSP2. Elle a été mise en évidence par Taraporewala et al., en 
199955. Les auteurs suggèrent que NSP2 pourrait agir comme « un moteur moléculaire » 
facilitant l’encapsidation des ARNm56. 
I.1.4.1.3. NSP3, induit l'inhibition de la synthèse des protéines cellulaires 
Détectée durant les premières heures de l’infection au rotavirus, la protéine NSP3 est 
présente en grande quantité dans les cellules infectées. Cette protéine exprimée par le segment 
7 est constituée de deux domaines fonctionnels. Le premier domaine localisé entre les résidus 
4 et 149, correspond au domaine de liaison à l’extrémité 3` des ARNm viraux57,58, permettant 
ainsi à la protéine d’assurer son rôle dans le transport spécifique des ARNm vers les sites 
d’encapsidation et de réplication. Le second domaine fonctionnel, permet la fixation du 
facteur d’initiation de la traduction eucaryote (eIF4GI)59,60. De plus, Il a été démontré que 
l’interaction de NSP3 avec eIF4GI, induit le déplacement de la polyA binding protein (PAPB) 
du complexe d’initiation de la traduction eIF4F qui comporte eIF4G, eIF4A et eIF4E et qui 
s’accumule dans le noyau des cellules infectées par le rotavirus61. En outre, les deux domaines 
sont séparés par un domaine de dimérisation. L’existence de multimères de NSP3 a été 
révélée par analyse des gels d’électrophorèse SDS-PAGE en conditions non réductrices. 
D’autre part, les expériences en double hybride effectuées par Piron et al., ont permis de situer 
ce domaine de dimérisation entre les résidus 150 et 20660. 
Les travaux de Vitour et al., en 2004 ont abouti à l’identification d’un partenaire 
cellulaire de la protéine NSP3, la protéine RoXaN62, Rotavirus X-associated Non-structural 
protein, dont l’expression à été corrélée aux tumeurs stromales digestives63. Il semble que 
cette protéine soit impliquée dans la régulation de la traduction en formant un complexe 
ternaire avec les protéines NSP3 et elF4G. Il a été démontré également par Harb et al., que la 
localisation nucléaire de la PAPB est non seulement dépendante de la capacité de NSP3 à 
interagir avec elF4G mais exige surtout l’interaction de NSP3 avec une région spécifique de 
RoXaN appelée RoXaN LD car il s’agit d’un domaine riche en leucines et acides aspartiques. 
De plus, Ils ont également montré que le domaine RoXaN LD seul agit comme un signal 
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d’export nucléaire et que le complexe RoXaN-PAPB agit comme un signal d’export 
d’ARN61. 
I.1.4.1.4. NSP4, un récepteur pour la particule virale 
La glycoprotéine NSP4 est produite par le segment 10 sous forme d’un précurseur de 
poids moléculaire estimé à 20 KDa, qui devient mature après sa glycosylation au niveau des 
arginines 8 et 18. Cette protéine possède trois domaines hydrophobes N-terminaux et une 
séquence signal qui assure son ancrage dans la membrane du réticulum endoplasmique64, 
tandis que, le domaine C-terminal hydrophile est cytoplasmique. De plus, trois sites de 
fixation au calcium ont également été identifiés, deux d’entre eux sont localisés dans la partie 
C-terminale et le troisième est situé dans la partie N-terminale. 
La protéine NSP4 est aussi, caractérisée par ses propriétés d’oligomérisation en absence 
de toute autre protéine, conduisant ainsi à la formation de tétramères. Cette propriété a été 
mise en évidence par transfection du gène 10 et son expression suivie de pontages 
chimique65,66. D’autre part, NSP4 en interaction avec la protéine VP6 agit comme un 
récepteur aux particules infectieuses à double couche (DLP) lors de la morphogénèse virale, 
assurant ainsi leur translocation à travers la membrane du réticulum endoplasmique67-69. La 
protéine NSP4 liée à l’enveloppe transitoire formée par le bourgeonnement de la particule 
immature à travers la membrane du réticulum endoplasmique sont exclues de la particule 
mature, après assemblage de la capside externe,VP4 et VP7, sur la DLP70. Au cours de ce 
processus, il a été suggéré que le domaine N-terminal de NSP4 interagissait avec la 
glycoprotéine VP7, tandis que VP4 interagissait avec la région C-terminale de NSP465. 
Poruchynsky et al., ont montré que la déplétion en calcium du réticulum endoplasmique induit 
une dissociation de l’hétéro complexe NSP4/VP4/VP7, conduisant à une accumulation des 
particules virales immatures enveloppées71. En plus, de par son implication dans la maturation 
des particules virales, la protéine NSP4 intervient également dans la distribution des protéines 
structurales et non structurales, dans la maturation des viroplasmes et dans la régulation de la 
synthèse des ARNm72-74. 
Une autre fonction, l’activité entérotoxique, a été également attribuée à la protéine 
NSP4. En effet, Dong et al., ont montré que la protéine NSP4 induit une perturbation des 
membranes plasmiques, qui entraîne un influx du calcium extracellulaire dans les cellules, par 
activation du récepteur à la phospholipase C et la production d’inositol trisphosphate (IP3)75. 
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I.1.4.1.5. NSP5, une protéine kinase 
La protéine NSP5 est codée par le segment biscistronique 11 et détectée dans les 
viroplasmes. Cette autokinase existe sous différents états de phosphorylation51,76-79, qui 
pourraient être à l’origine du processus de sélection des ARN viraux, conduisant à 
l’encapsidation des ARN génomiques dans les particules virales. D’autre part, Le rôle de la 
phosphoprotéine O-glycosylée dans le cycle viral a été mis en évidence par l’utilisation des 
siRNA. En effet, l’inhibition de l’expression de la protéine NSP5 induit une chute de la 
synthèse des ARN viraux simples et doubles brins80,81.  
Un autre rôle à été également associé à la protéine NSP5. Il s‘agit d’une activité ATPase 
spécifique, magnésium (Mg2+) dépendante. Cette activité à été corrélée à un faible niveau de 
phosphorylation de la protéine NSP5, suggérant ainsi un lien possible entre l’hydrolyse 
d’ATP et l’activité autokinase82.   
I.1.4.1.6. NSP6, protéine d’interaction avec les acides nucléiques 
NSP6 est la protéine localisée dans les viroplasmes83 et codée par la deuxième phase de 
lecture du segment 11. Les expériences de double-hybride effectuées par Gonzalez et al., 
montrent que la protéine NSP6 semble interagir avec la protéine NSP543. De plus, il s’avère 
que NSP6 est une protéine de liaison aux acides nucléiques, séquence indépendante, avec des 
affinités similaires pour les ARN simple brin et double brin84.  
I.1.4.2 Les protéines structurales 
I.1.4.2.1. VP1, l’ARN polymérase 
La protéine VP1, présente sous forme de 12 molécules par virion, est codée par le 
segment 185,86. L’existence de quatre motifs communs aux séquences d’ARN polymérase, 
laisse penser que la protéine VP1 dispose d’une fonction ARN-polymérase86. En effet 
l’interaction covalente de VP1 avec un analogue structural de nucléotide photoactivable, 
induit l’inhibition de cette activité87. De plus, Gombold et Ramig ont montré que les mutants 
thermosensibles du gène 1 sont incapables d’exprimer l’ARN simple ou double brin88. 
D’autre part,  Chen et Patton ont montré que l’extrémité 3` de l’ARNm viral doit être sous 
forme d’un simple brin pour initier la synthèse du brin complémentaire et que l’interaction de 
VP1 avec l’ARN n’est pas suffisante pour la synthèse de ce brin (-)89.  
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I.1.4.2.2. VP2, la protéine de structure 
La protéine VP2 est exprimée à partir du segment 2. Elle est la composante majoritaire 
du core formé par l’association de 60 dimères de VP2 (VP2A et VP2B) organisés selon une 
symétrie icosaédrique T=1. Les propriétés hydrophiles du domaine N-terminal90 de la 
protéine VP2 assurent la liaison des ARN91, des protéines VP3 et des protéines VP131, qui 
sont encapsulées au sein de cette couche interne26,30,32. Douze copies de VP1 et VP3 sont 
incorporées sous forme d’hétérodimères, ancrés à la surface intérieure de la couche de VP2, 
entourées par le génome (ARN) partiellement ordonné et répartis au niveau des sommets des 
12 canaux de type I26,32 formés par un pentamère de VP2A (Figure I.1.4.2.2.1. A). Ces canaux 
relativement petits sont bordés de résidus hautement conservés, chargés positivement (K526, 
R527 et R531), ils comportent également des boucles flexibles qui forment une barrière 
interne et qui sont nécessaires pour le passage de l’ARNm néo-transcrit38 (Figure I.1.4.2.2.1. 
B). 
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Figure I.1.4.2.2.1 : Structure de la protéine du core (VP2) déterminée par cristallographie avec une 
résolution de 3.8 Å (d’après McClain et al, 2010). 
A. Vue de l’extérieur (en haut) et de l’intérieur (en bas) de la capside selon l’axe d’ordre 5. Le décamère 
central est mis en évidence avec la représentation de VP2A en bleu foncé et de VP2B en bleu clair.  
B.  Représentation du canal d’ordre I (localisé sur les axes icosaédriques d’ordre 5) formé par l’association 
des 5 sous-unités de VP2A. Les principaux résidus conservés chargés positivement sont indiqués en bâton et 
les boucles (354-363) qui forment une barrière interne sont représentées en rouge.  
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De plus, il est important de préciser que la partie N-terminale de VP2, essentielle pour 
l’encapsidation du complexe VP3/VP1 et du génome, n’est pas requise pour la formation des 
pseudo-particules virales. En effet, la délétion des 92 premiers résidus de VP2 entraîne la 
perte de leur capacité à lier  VP3 et VP1, tandis que, leurs propriétés d’auto-assemblage et 
l’interaction avec VP6 restent inchangées31. 
L’association de la protéine VP6, selon une triangulation T=13, sur la couche interne de 
VP2 par le biais des interactions impliquant deux hélices α de VP2 et la boucle β2-α3 de VP6 
(résidus 64 à 72), conduit à la formation de particules virales infectieuses à deux couches 
protéiques appelées DLP. D’après le modèle proposé par McClain et al., le segment étendu 
(β2-α3) de la chaîne polypeptidique VP6 qui longe les deux hélices α de VP2, parvient à 
s’adapter aux 13 emplacements distincts de VP2 qui lui fait face. Ainsi, les chaînes latérales 
des résidus T69 et L71 situées sur la boucles β2-α3 de VP6, forment des contacts 
hydrophobes avec les résidus hydrophobes portés par les deux hélices α de VP238, tels que 
décrit dans la partie I.4.2.5. 
I.1.4.2.3. VP3, la guanyltransférase 
VP3 est une protéine du core viral, codée par le segment 3. Une activité 
guanyltransférase a été associée à cette protéine92,93, qui lui permet d’ajouter une coiffe en 5’ 
des ARNm. De plus Chen et al, ont montré que VP3 possède une activité méthyltransférase, 
induisant ainsi la méthylation des ARN exogènes94. D’autre part les travaux de Patton et al., 
ont révélé une affinité de VP3 uniquement pour les ARN simple brin sans spécificité de 
séquence95.  
I.1.4.2.4. VP4, la protéine de spicules 
La protéine de la capside externe VP4 est codée par le segment 4. Cette protéine 
sensible aux protéases constitue les 60 spicules ancrés au niveau des canaux de type II, qui 
jaillissent d’au moins de 120 Å à partir de la surface de la capside. Chaque spicule constitué 
de trois molécules de VP4, adopte un dimère apparent en présence de trypsine tel qu’il a été 
proposé par Dormitzer et al36,37, en se basant sur les études de marquage par les fragments Fab 
spécifique de VP496,97. De plus, l’équipe de Prassad et de Dormitzer suggèrent que VP4 subit 
une série de réarrangements structuraux uniques à partir d’un état désordonné, avant clivage 
par la trypsine, vers une forme trimérique requise pour l’entrée du virus, en passant par le 
dimère apparent issu de la maturation par la trypsine36,98-100 (Figure I.1.4.2.4.1).  
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Au cours de l’infection, pendant la protéolyse, les molécules de VP4 sont clivées dans 
le tube digestif, un environnement riche en protéases, en VP8* (1 à 231) et VP5* (247 à 776) 
et les produits de clivage restent associés dans le virion. Il en résulte ainsi une excision des 
résidus 232 à 247 suivie de changements conformationnels tels qu’illustrés 
précédemment101,102, induisant une amélioration de l'infectivité virale et facilitant l’entrée du 
virus dans les cellules101-103.  
L’entrée du virus impliquant la protéine VP4, s’effectue en plusieurs étapes. Ce 
processus est initié par l’interaction du domaine globulaire VP8* avec l’acide sialique35,104,105 
(Figure I.1.4.2.4.2. A), il en résulte ainsi des changements conformationnels induisant le 
détachement de VP8* du squelette de VP5*, tandis que son domaine N-terminal reste attaché 
à la base du trimère de VP5*37, tel que proposé par Settembre et al37. VP5* peut ainsi exposer 
Figure I.1.4.2.4.1 : Représentation schématique des réarrangements structuraux de VP4 avant et au cours 
de l’entrée du virus (d’après Dormitzer et al., 2004). 
Les couleurs utilisées pour les schémas (A-B) correspondent aux différents segments de VP4 indiqués dans la 
séquence linéaire (D). VP7 est représenté par les traits bleus continus, avant la dissociation de la capside 
externe, tandis que les traits bleus discontinus correspondent aux trimères de VP7 dissociés. 
A. Forme désordonnée des spicules de VP4 en l’absence de trypsine. 
B. Dimères apparents de VP4 issus du réarrangement des trimères après maturation par la trypsine, qui 
induit l’excision des résidus 232-247 (marron) et l’apparition des deux fragments trypsiques, VP8* (jaune) 
et VP5* (en bleu, vert et rouge). 
 C. Forme trimérique de VP5* requise pour l’interaction avec les membranes  
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ses boucles hydrophobes vers la membrane et interagir à son tour avec les intégrines α2β1 
grâce au tripeptide 308-DGE-310 (Figure I.1.4.2.4.2. B) et également avec la protéine Hsc 70 
par le biais du domaine 642-659. 
Il est important à noter que l’hémagglutinine virale VP8* est une cible importante des 
anticorps neutralisant et que les modes de neutralisation, telle l’inhibition du désassemblage 
de la couche externe106, sont multiples. D’autre part, l’interaction de la protéine VP4 avec les 
protéines Rab5 et PRA1 a été démontrée par des expériences de double hybride107. De plus, 
Delmas et al., ont suggéré que ces interactions pourraient intervenir dans le trafic cellulaire de 
VP4 et dans l’assemblage final des particules virales matures108. 
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Figure I.1.4.2.4.2 : Structure cristallographique du domaine globulaire VP8* lié à l’acide sialique (A) et 
du dipeptide N252-L523 de VP5* (VP5CT) (B), d’après Dormitzer et al., 2002 et 2004. 
Le tripeptide localisé sur une boucle, permettant au domaine VP5* de se lier aux intégrines α2β1est indiqué 
en magenta     
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I.1.4.2.5. VP6, la protéine de la capside intermédiaire 
La protéine VP6 représente plus de la moitié (51%) de la masse totale des particules 
virales. Codée par le segment 6, cette protéine est constituée par un domaine B et un domaine 
H34,109 (Figure I.1.4.2.5.1). 
 
 
Figure I.1.4.2.5.1 : Structure cristallographique de la protéine VP6 obtenue avec une résolution de 2 Å 
par Mathieu et al., 2001. Cette protéine comporte deux domaines nommés  H et B. Le domaine H s’étend du 
résidu 151 à 334, tandis que, le domaine B nommé « la base » comporte les hélices bleues allant du résidu 1 
à 150 et les hélices couleur orangé qui comportent les résidus 335 à  397.    
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Le domaine B nommé « la base » comporte les résidus allant de 1 à 150 et de 335 à 397 
organisés principalement en hélices α . Il permet non seulement d’établir des interactions 
entre les trimères mais assure également les interactions avec la protéine VP2, par le biais des 
boucles β2-α3 contenant les résidus G64 à N7232,38,110 (Figure I.1.4.2.5.2). En effet 
Charpilienne et al., ont montré que la mutation d’un ou de plusieurs acides aminées portés par 
cette boucle, avait pour conséquence soit l’inhibition de l’activité transcriptionnelle, soit la 
perte de la capacité d’assemblage de VP6 sur le core, ou bien les deux110. D’autre part, 
McClain et al., ont montré que les boucles β2-α3 qui longent deux hélices α de VP2, 
parviennent à s’adapter aux 13 emplacements distincts de VP2 qui leur font face, de sorte que 
les chaînes latérales de T69 et L71, situées sur la boucle β2-α3, puissent former des 
contacts hydrophobes avec les résidus apolaires portés par les deux hélices α de VP2. Selon 
le modèle de McClain, les contacts les plus importants font intervenir les chaînes latérales de 
T69 et L71 de VP6-T, trimère de VP6 traversé par un axe d’ordre 3 (Figure I.1.4.2.5.2. A et 
B) et les résidus M228, M839, M841, F224 et A220 de VP2B formant une poche hydrophobe 
(Figure I.1.4.2.5.2. C).  
Il est important à noter, que la poche équivalente sur la surface des sous unités VP2A 
abrite les chaines latérales des résidus L70 et L71 (situés sur les boucles β2-α3) appartenant 
à l’une des trois sous unités de VP6-D (Figure I.1.4.2.5.2. A). De plus, deux sous unités du 
trimère de VP6-P’, sous unité de VP6 adjacente aux axes d’ordre 5 (Figure I.1.4.2.5.2. A), 
possèdent des surfaces d’interaction avec VP2B très étendues, incluant un réseau de liaisons 
hydrogènes mais également des interactions de types Van der Waals. Par contre, la boucle β
2-α3 de la troisième sous unité de VP6-P’ n’établit aucun contact avec VP2. Les différentes 
sous-unités de VP6 (VP6-T, VP6-D, VP6-P’) sont définies dans la Figure I.1.4.2.5.2. ci-
dessous. 
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Le domaine H (nommé « tête »), composé majoritairement de feuillets β, constitue le 
sommet de la protéine. Ce dernier intervient dans la formation et la stabilisation des trimères 
de VP6 par le biais d’interactions hydrophobes34. D’autre part, il permet également 
l’interaction avec les protéines VP7 et VP4 par l’intermédiaire de boucles exposées dans la 
partie haute. En effet, Li et al., ont pu identifier deux régions distinctes impliquées dans 
l’assemblage de la protéine VP7 sur la capside intermédiaire VP632 (Figure I.1.4.2.5.3. A et 
B). Le premier site d’interaction fait intervenir l’hélice H4 (W289 à V309) de VP7 et les 
Figure I.1.4.2.5.2 : Représentation schématique de l’organisation de la protéine VP6 et mise en évidence 
des résidus impliqués dans l’interaction de VP6 avec VP2 (d’après McClain et al., 2010). 
A. Schéma représentatif de l’organisation des 260 trimères de VP6 qui forment la capside. Les trimères sont 
colorés en fonction de leur localisation par rapport aux différents axes de symétrie icosaédrique, de couleur 
or (VP6-T : axe d’orde 3), rouge (VP6-T’ : adjacent à l’axe d’ordre 3), bleu foncé (VP6-D : le plus proche 
de l’axe d’ordre 2), bleu clair (VP6-P : entourant l’axe d’ordre 5) et en violet (VP6-P’ : adjacent aux axes 
d’ordre 5). 
B. Vue de la boucle β2-α3 dans la conformation idéale pour interagir avec la poche hydrophobe de VP2 
représentée sur la partie C de la Figure. 
C. Vue le long de l’axe d’ordre 3 mettant en évidence les résidus (en vert) impliqués dans l’interaction avec 
VP6.  
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boucles D'D", HαA de la protéine VP6. Ces deux boucles comportent respectivement les 
résidus S240 à T245 et L294 à M300 (indiquées en cyan, Figure I.1.4.2.5.3. A). Alors que le 
second site nécessite l’interaction entre la petite hélice P302-F308 de VP6 (indiquée en violet, 
Figure I.1.4.2.5.3. B) et les deux hélices H1 et H2 de VP7. 
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Figure I.1.4.2.5.3 : Représentation des différentes régions impliquées dans l’interaction de la protéine 
VP6 avec la protéine VP7. 
A. structure cristallographique de la protéine VP6 (Mathieu et al., 2001). Les deux boucles « D'D" » et 
« HαA » impliquées dans la liaison avec les hélices H4 de VP7 sont représentées en cyan, tandis que l’hélice 
a (P302-F308) permettant l’interaction avec les hélices H1 et H2 de VP7 est colorée en violet. 
B. Représentation du complexe VP6-VP7 indiquant les différentes hélices de VP7 impliquées dans la liaison 
à VP6 en vert (D’après Li et al., 2009). 
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I.1.4.2.6. VP7, la glycoprotéine externe 
La glycoprotéine majeure de la capside externe, VP7, est codée par le segment 9. 
Glycosylée en position 69111, pendant sa traduction, au niveau de la membrane du réticulum 
endoplasmique (RE), cette protéine n’est pas exportée vers l’appareil de Golgi111,112. 
L’insertion et la rétention de protéine membranaire intégrale VP7 dans la membrane du RE se 
fait par le biais d’une séquence signale113 (Figure I.1.4.2.6.1. A), clivée par la suite au niveau 
du site de clivage, localisé entre A50 et Q5164,114,115. Les études effectuées par Mass et 
Atkinson, révèlent la présence d’un segment consensus composé par les résidus LPITG du N-
terminal vers le C-terminal, responsable de la rétention de VP7 dans le réticulum 
endoplasmique. D’autre part, l’analyse de mutants de VP7 indique que seuls les résidus ITG 
sont importants116. En plus de la séquence signal, la protéine VP7 contient trois régions 
majeures antigéniques nommées A, B et C117,118, qui comportent respectivement les résidus 
86 à 101, 142 à 152 et 208 à 221. VP7 comporte également trois motifs tripeptidiques de 
liaison aux intégrines : CNP, LDV et GPR. La séquence CNP qui s’étend du résidu 165 à 167, 
permet l’interaction avec le récepteur ανβ3, tandis que, le fragment LDV en position 237-239 
assure la liaison au récepteur α4β1. Enfin, le tripeptide GPR (253-255) interagit avec 
l’intégrine αxβ2104 (Figure I.1.4.2.6.1. A et B). Il est important à noter, que l’interaction de 
VP7 avec les différents récepteurs intégrines est une étape importante pour l’entrée du virus 
dans la cellule hôte104.   
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L’association de 260 trimères de VP7 stabilisés par les ions calcium (Figure I.1.4.2.6.2. 
A), selon une triangulation T=13 sur la couche intermédiaire de VP6, par le biais des 
interactions décrites dans le paragraphe I.1.4.2.5, Figure I.1.4.2.5.3. B, conduit à la formation 
de particules virales à trois couches protéiques. La structure de VP7, dans une conformation 
fixant le fragment Fab d’un anticorps monoclonal neutralisant, a été rapportée par Aoki et al. 
Cette structure cristallographique obtenue avec une résolution de 3.4 Å révèle la présence de 
deux motifs structuraux distincts, l’un est un « Rossmann fold » et l’autre est un « Beta-
barrel » (Figure I.1.4.2.6.2. B)33. De plus, les éléments de structures secondaires qui 
constituent ces deux motifs, ont été observés préalablement par cryo-EM32 par Li et al,. 
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Figure I.1.4.2.6.1 : Représentation schématique, structurale et antigénique de la glycoprotéine VP7. 
Après le clivage du peptide signal au niveau des résidus A50/Q51, l’extrémité N-terminale de VP7 est 
bloquée par l’acide pyroglutamique au sein de la particule virale. Le domaine I, adopte une structure de type 
« Rossmann fold ». Le domaine II est organisé en « Beta barrel ». B. Représentation en cartoon (à gauche) et 
en surface (à droite) de la structure cristallographique du trimère de VP7, indiquant la localisation des 
motifs d'interaction avec les intégrines. Le motif GPR est indiqué en bleu, le motif CNP est représenté en 
rouge et le motif LDV est désigné en orange.   
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Dans le cas de la glycoprotéine VP7, les ions calcium semblent avoir un rôle important 
dans la stabilisation de la capside externe119,120. En effet la présence d’agent chélatants, tels 
que l’EDTA ou l’EGTA, ou la baisse de la concentration en calcium en deçà d’une 
concentration seuil, induit la dissociation de la capside externe, libérant ainsi les particules 
virales infectieuses (DLPs) transcriptionnellement actives121. Les travaux de Ruiz et al., 
indiquent que la concentration critique en calcium varie en fonctions de la souche virale, elle 
est de 20 nM pour le rotavirus simien et de l’ordre de 900 nM pour la souche bovine122. 
D’autre part il est important à noter que la protéine VP7 est altérée, lorsque le milieu de 
culture est dépourvu de calcium123. Ceci est probablement dû aux modifications 
conformationnelles constatées par Dormitzer el al124. 
L’assemblage de la capside externe ou la présence d’anticorps non neutralisants 
spécifiques de la protéine VP6 à la surface des DLPs, conduit à une inhibition de la 
transcription. L’analyse et la comparaison des reconstructions tridimensionnelles des 
particules de type TLPs et DLPs liées aux segments Fab non-inhibiteurs ou inhibiteurs (Fab 
spécifique de VP6) caractérisés par Ginn et al.125, révèlent une inhibition de la transcription 
A
!
B
!
Figure I.1.4.2.6.2 : Structure cristallographique de la glycoprotéine VP7 obtenue à une résolution de 3.4 
Å, dans une configuration liant un fragment Fab d’anticorps monoclonal neutralisant (D’après Aoki et 
al., 2009). 
A. Vue le long de l’axe d’ordre 3 du trimère de VP7 stabilisé par les ions calcium (en bleu et gris). 
B. Vue de côté d’une seule sous unité de VP7. Les deux motifs structuraux distincts sont indiqués par des 
couleurs différentes, en jaune le « Rossmann fold » et en orange le « Beta-barrel »   
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liée uniquement à la présence de VP7 et au Fab inhibiteur126,127. En effet, la reconstruction des 
TLPs indique que la présence de VP7 induit un rétrécissement du canal de type I, localisé au 
niveau des axes d’ordre 5, d’où surgit l’ARNm néo-synthétisé. Lawton et al., proposent que le 
rétrécissement du canal de type I, soit associé à un changement conformationnel au niveau de 
la base de la protéine VP6 (Figure I.1.4.2.6.3)126. D’autre part, Thouvenin et al., suggèrent un 
autre processus d’inhibition selon lequel le rétrécissement des canaux de type I serait dû aux 
changements conformationnels au niveau des liaisons entre VP2 et VP6, limité autour des 
axes d’ordre 5127. 
 
En plus de l’implication de la glycoprotéine VP7 dans la maturation des particules 
virales, dans l’inhibition de la transcription et dans l’entrée du virus dans la cellule hôte, 
Charpilienne et al., ont montré que des fragments trypsiques de VP7 induisaient la 
déstabilisation des membranes liposomales128. Leurs travaux indiquent que des pseudo-
particules virales VLP2/6/7, traitées par la trypsine en présence d’agent chélatant du calcium 
« EGTA », induisent la perméabilisation des vésicules multilamellaires (MLVs) contenant de 
la 6-CF, alors que les pseudo-particules virales VLP2/6, ayant subit le même traitement, n’ont 
aucun effet sur les membranes (Figure I.1.4.2.6.4). 
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Figure I.1.4.2.6.3 : Etude structurale comparative mettant en évidence le rétrécissement du canal de type 
I, réalisé par Lawton et al., 1999. 
A à D : Comparaison de l’architecture du canal de sortie des ARNm dans les DLP, DLP/Fab non-inhibiteur, 
DLP/Fab inhibiteur et TLP illustrant le rétrécissement de ce canal localisé au niveau de l’axe d’ordre 5. Les 
trimères de VP6 sont indiqués en bleu, les Fabs en violet et VP7 en jaune. 
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Ils ont suggéré une entrée du rotavirus par un mécanisme d’endocytose impliquant les 
fragments trypsiques de VP7. Ces fragments interviennent dans la perméabilisation des 
endosomes, permettant ainsi la libération des particules virales infectieuses dans le 
cytoplasme. 
Il est important à mentionner que l'analyse des particules virales par HPLC et 
spectroscopie de masse suivie d'un séquençage d'Edman, montre que les particules virales 
contiennent des molécules de trypsine129. Bénureau et al. suggèrent que la trypsine est 
inactive lorsqu'elle est associée aux particules virales à triple couche protéique (TLPs) et est  
donc inaccessible aux inhibiteurs de protéase. De plus, ils indiquent que l'activation de la 
trypsine dépend de la solubilisation de la couche externe. 
I.1.5. Cycle viral 
Le rotavirus infecte préférentiellement les entérocytes matures localisés au niveau du 
sommet des villosités de l’intestin grêle. Le cycle viral (Figure I.1.5.1) est initié par la fixation 
des TLPs, particules à triple couche protéique, à la surface cellulaire par interaction du 
domaine VP8* aux Sialo-glycanes130, ou par interaction aux HBGAs105 (histo-blood group 
antigen A-types), à l’aide d’un glycane comportant un acide sialique. Il en résulte ainsi un 
léger changement conformationnel de la protéine VP4 (VP8* + VP5*). Cette première étape 
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Figure I.1.4.2.6.4 : Cinétique de libération de la 6-CF induite par des pseudo-particules virales VLP2/6/7, 
traitées par la trypsine en présence d’EGTA. (D’après Charpilienne et al. 1997).  
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est suivie d’une série d’interactions avec les récepteurs cellulaires qui se déroule de manière 
séquentielle, impliquant respectivement les protéines VP5* et VP7. La protéine VP5* assure 
la liaison au récepteur intégrine α2β1 et à la protéine Hsc 70 (Heat shock protein)131, tandis 
que la protéine VP7 interagit avec les récepteurs ανβ3 et αxβ2. L’entrée du virus dans la 
cellule semble être un mécanisme qui se déroule en plusieurs étapes et reste toujours sujet à 
débat. Deux mécanismes ont été suggérés : une entrée directe du virus à travers la membrane 
plasmique103 ou bien une internalisation par endocytose132. Dans les deux cas, la dissociation 
de la couche externe constituée des protéines VP7 et VP4 est requise, cette étape est suivie 
d’une déstabilisation de la membrane plasmique ou de celle des endosomes induite par la 
protéine VP5* et les fragments trypsiques de VP7 (objet de cette thèse). Cette déstabilisation 
membranaire est essentielle pour la translocation de la particule virale transcriptionnellement 
active (DLP) vers le cytoplasme, siège de la réplication.  
L’ARN polymérase (VP1) est alors activée suite à la décapsidation, il en résulte ainsi la 
transcription de manière simultanée des 11 gènes par les 12 complexes enzymatiques 
hétérodimériques constitués de VP1/VP3. Les ARNm néosynthétisés vont dans un premier 
temps servir pour la synthèse des protéines virales, puis dans un second temps, être utilisés 
pour la réplication et l’encapsidation, au sein des viroplasmes, du génome dans les DLPs 
produites. 
Les particules virales immatures (DLP) bourgeonnent au niveau de la membrane du 
réticulum endoplasmique après fixation de leurs récepteurs intracytoplasmiques (NSP4) et 
acquièrent ainsi une membrane transitoire avant l’étape finale d’assemblage. La perte de la 
membrane transitoire et l’assemblage de la capside externe (VP7 + VP4) résultent dans la 
maturation des TLPs, libérées par lyse cellulaire. 
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I.1.6. Entrée du virus 
Contrairement aux virus enveloppés, les mécanismes qui permettent l’internalisation 
des virus non enveloppés en général et du rotavirus en particulier sont encore mal compris. 
Cependant une description générale du processus de transport de la particule virale vers 
l’intérieur de la cellule a été proposée. Ce mécanisme s’effectuant en plusieurs étapes 
comprend : le clivage par la trypsine de la protéine VP4 en VP8* et VP5* ; l’attachement 
cellulaire et enfin l’internalisation des DLPs, particules virales infectieuses, dans le 
cytoplasme après déstabilisation de la membrane (plasmique ou endosomale). La 
solubilisation de la capside externe peut s’effectuer selon deux mécanismes toujours 
débattus : une entrée directe du virus à travers la membrane plasmique103 ou bien une 
internalisation par endocytose132 puis entrée à travers la membrane de l’endosome. 
I.1.6.1 Clivage de la protéine VP4 en VP8* et VP5* 
La protéolyse au niveau du tube digestif de la protéine VP4, au cours de l’infection est 
une étape cruciale pour l’entrée du virus. Le clivage de VP4 en VP8* (1-231) et VP5* (247-
Figure I.1.5.1 : Représentation schématique du cycle de réplication du rotavirus (d’après Li et al., 2012). 
1. Attachement et entrée du virus ; 2. Décapsidation et transcription des ARN viraux ; 3. Traduction des 
ARNm ; 4. Réplication du génome viral et assemblage des DLPs ; 5. Translocation des DLPs dans le 
réticulum endoplasmique ; 6. Acquisition de la capside externe ; 7. Relargage des particules virales matures 
(TLPs)   
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776) qui restent associées dans le virion, induit une excision des résidus 232 à 247 suivie de 
changements conformationnels, entraînant une amélioration de l'infectivité virale et facilitant 
l’entrée du virus dans les cellules101,102,131. 
I.1.6.2 L’attachement cellulaire 
Plusieurs éléments laissent à penser que les rotavirus interagissent séquentiellement 
avec plusieurs récepteurs cellulaires impliquant les protéines VP4 et VP7 de la couche 
externe, permettant ainsi l’entrée du virus dans la cellule133-139. L’ensemble des travaux 
effectués afin de déterminer les différentes étapes conduisant à la translocation du virus dans 
le cytoplasme, suggèrent que le premier contact du virus avec la surface cellulaire s’effectue 
par interaction de la protéine VP8* avec les récepteurs cellulaires contenant l’acide sialique. 
Après ce premier contact avec l’acide sialique, le virus interagit avec quatre autres protéines à 
la surface cellulaire : α1β2, Hsc 70, ανβ3 et αxβ2 (Figure I.1.6.2.1) 
I.1.6.2.1. Interaction de VP8* avec l’acide sialique 
Les souches de rotavirus NA-sensibles (NA : acide N-acétylneuraminique) interagissent 
avec l’acide sialique (SA) par le biais des résidus du domaine globulaire VP8* situé entre les 
résidus 93 et 208140. Il résulte de cette interaction un léger changement  conformationnel de 
VP4, qui permet au domaine VP5* de se lier aux récepteurs intégrines α2β1. 
Les résidus essentiels à la fixation de l’acide sialique ont été déterminés par mutagénèse 
dirigée combinée à une analyse structurale du complexe VP8*-SA obtenu par 
cristallographie35,141,142. Ces résultats indiquent que le site de fixation de l’acide sialique se 
situe dans un sillon formé par les chaînes latérales des résidus R101, V144, Y155, Y188, 
K187, Y189 et S190 localisés à l’extrémité des têtes globulaires de VP8*.  
Des mutants isolés à partir des souches NA-sensibles ont été identifiés143,144. Ces 
mutants, tels que la souche nar3 (acide N-acétylneuraminique resistant), n’ont pas besoin 
d’interagir avec l’acide sialique. La caractérisation du mutant nar3, indique qu’il s’attache à la 
surface cellulaire en interagissant directement avec l’intégrine α2β1 par le biais de la protéine 
VP5*, alors que la souche sauvage (Rotavirus Simien RRV) lie l’intégrine après sa liaison 
initiale à une molécule d’acide sialique.  
I.1.6.2.2. Interaction de VP5* avec les intégrines α2β1 
L’interaction de la protéine VP5* avec le domaine I de la sous unité α2 du récepteur 
intégrine est initiée par le changement conformationnel induit par l’interaction de la protéine 
 49 
VP8* avec l’acide sialique. La liaison de la protéine VP5* au domaine I se fait par le biais 
d’un tripeptide DGE, allant de la position 308 à 310 dans la séquence de la protéine VP4. De 
plus il a été montré que seuls les résidus DG étaient essentiels pour cette interaction134,139,145. 
I.1.6.2.3. Interaction de VP5* avec les protéines de choc thermique « Hsc70 » 
L’interaction de la protéine VP5* avec les protéines de choc thermique « Hsc70 » 
implique un domaine qui s’étend de la position 642 à 659 dans la séquence primaire de la 
protéine VP4 (VP5* + VP8*). De plus, il a été montré que l’utilisation d’un peptide 
synthétique mimant cette région bloque l’infectiosité du virus mais pas sa liaison cellulaire. 
Ces résultats indiquent que VP5* se lie aux protéines Hsc70 à une étape dite de « post-
attachement »138. D’autre part, Pérez-Vargas et al., suggèrent que l’interaction de VP5* avec 
les protéines Hsc70 induit un changement conformationnel au sein des particules virales 
facilitant ainsi leur entrée dans le cytoplasme de la cellule146. 
I.1.6.2.4. Interaction de la protéine VP7 avec les intégrines ανβ3 
VP7 comporte un motif « CNP » de liaisons aux intégrines ανβ3. Cette séquence qui 
s’étend des résidus 165 à 167 est hautement conservée parmi les souches de rotavirus. Zarate 
et al., ont montré in vitro que l’utilisation d’un peptide synthétique CNP bloque l’infectiosité 
du virus mais pas sa liaison à la cellule147. 
I.1.6.2.5. Interaction de la protéine VP7 avec les intégrines αxβ2 
L’interaction de la protéine VP7 avec les intégrine αxβ2 implique la séquence GPR, qui 
s’étend de la position 253 à 255134. L’utilisation d’un peptide de synthèse « GPRP » induit 
l’inhibition de l’infectiosité des souches virales RRV (Rhesus RotaVirus) mais pas leur 
liaison à la cellule. Les auteurs ont donc suggéré que la liaison de VP7 aux intégrines se 
produit à une étape « post-attachement »145.  
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Les sous unités α2 et β3 des intégrines ainsi que la protéine Hsc70 sont associées à des 
micro-domaines riches en sphingolipides et cholestérols appelés radeaux lipidiques148. Il a été 
montré que la baisse du taux cholestérol dans la membrane cellulaire et l’inhibition de la N-
glycosylation ou de la synthèse des glycolipides bloque partiellement l’infectiosité des 
rotavirus149. Il a été ainsi suggéré que ces radeaux lipidiques pourraient être impliqués dans 
l’entrée des virus dans la cellule hôte 149.  
I.1.6.3 Translocation des particules virales dans le cytoplasme 
Quelle que soit la voie d’entrée, le mécanisme de translocation du rotavirus dans le 
cytoplasme nécessite la solubilisation de la capside externe suivie de la perméabilisation des 
membranes (plasmique ou endosomale). 
I.1.6.3.1. Entrée directe  
Diverses approches et techniques ont permis de mettre en évidence que le mécanisme 
d’entrée directe du rotavirus induisait la perméabilisation des membranes plasmiques. Cette 
conclusion a été faite en se basant sur les différentes observations effectuées par plusieurs 
groupes. Ces observations sont les suivantes : 
- la co-entrée des toxines (α-sarcine) dans les cellules infectées150, 
Figure I.1.6.2.1 : Modèle illustrant les premières étapes d’interaction du rotavirus avec les différents 
récepteurs cellulaires (d’après Lopez et al., 2004).    
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- la libération des marqueurs fluorescents encapsulés dans des liposomes en présence de 
particules virales traitées par la trypsine, 
- l’utilisation des inhibiteurs d’endocytose, tels que l’azide de sodium, et le 
dinitrophénol ont un effet limité sur l’entrée du virus103, 
- la perméabilisation des membranes est optimale à pH neutre et est considérablement 
réduite à pH acide151,152. 
- les études par microscopie électronique montrent le passage directe des particules 
virales (traitées par la trypsine) à travers la membrane plasmique153.  
Une séquence dans la protéine VP5*, s’étendant des résidus 384 à 401, présentant une 
forte similarité avec les peptides de fusion des virus enveloppés154,155 a été observée. Ces 
peptides de fusion sont caractérisés pour leur capacité à induire la perméabilisation des 
membranes156. Cette homologie a conduit les auteurs à associer la perméabilisation de la 
membrane à la protéine VP5*157. 
I.1.6.3.2. Entrée par endocytose 
La diminution significative de l’infectiosité virale en présence de CaEGTA et de 
bafilomycine A1, inhibiteur des H+-ATPase endosomales, a incité les auteurs à proposer un 
mécanisme d’entrée du rotavirus par endocytose calcium-dépendent. Au cours de ce 
processus, la baisse de calcium due à la variation du gradient électrique impliquant les 
pompes à protons,  entraîne la solubilisation de la capside interne158. Ce mécanisme suggéré 
depuis de longues années, fut confirmé récemment par Wolf et al159. Bien que le mécanisme 
ne soit pas complétement élucidé, les auteurs ont montré d’une part que la décapsidation des 
particules virales s’effectue directement après l’entrée du virus dans les cellules et que d’autre 
part, VP4 (VP8*+ VP5*) subit une série de changements conformationnels conduisant à la 
libération du domaine VP8* avant la pénétration dans les cellules. Ces travaux mettent en 
évidence la présence de monomères de VP7 et la forme active de VP5*, forme induisant la 
perméabilisation des membranes, dans les endosomes primaires, tandis qu’aucune de ces 
protéines n’a été détectée dans l’endosome tardif159. 
Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, les auteurs suggèrent que l’entrée du virus 
par endocytose calcium-dépendante, la décapsidation et la translocation des DLPs dans le 
cytoplasme sont liés aux changements conformationnels que subit la protéine VP4, 
conduisant ainsi à la forme active de VP5*, responsable de la perméabilisation des 
membranes endosomales. Néanmoins, il est important de mentionner que ces résultats 
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n’excluent pas la présence de fragment trypsiques de VP7 dans l’endosome, pouvant 
également intervenir dans le mécanisme responsable de la translocation des DLPs dans le 
cytoplasme après perméabilisation des membranes endosomales (objet de cette thèse).  
Les travaux de Wolf et al., représentent une avancée considérable dans la 
compréhension du processus d’entrée du rotavirus dans la cellule selon le mécanismes 
d’endocytose calcium-dépendant. Cependant plusieurs questions restent sans réponse. Est-ce 
que ce sont les fragments VP5* ou bien les fragments trypsiques de VP7 qui sont 
responsables de la perméabilisation des membranes ? Quels sont les fragments trypsiques de 
VP7 capables de déstabiliser la membrane ? La membrane endosomale est-elle solubilisée ou 
bien perforée ? Quelle est la taille des pore formés par VP5* et VP7 et leurs durées de vie 
respectives ? 
La compréhension du rôle de VP7 lors de l’entrée du rotavirus par endocytose a fait 
l’objet de mon travail de thèse, ce qui m’a amenée à l’identification de différents fragments 
trypsiques de VP7 susceptibles d’interagir avec les membranes et à la caractérisation de leur 
activité biologique. Ce travail m’a conduit à l'identification et la caractérisation du peptide 
minimum d’interaction avec les membranes, VP723, situé à l’extrémité C-terminale de VP7. 
J’ai pu étudier l’effet de la composition lipidique des membranes et de leur contribution 
électrostatique sur l’efficacité de ce peptide à perméabiliser les membranes. J’ai enfin montré  
que la substitution de la tyrosine Y302 par une proline conduit à la perte de l’activité 
biologique de VP723, tandis que la substitution de l'acide aspartique D301 par la proline induit 
une diminution de son efficacité à déstabiliser les membranes. Ces études m’ont amenée à me 
familiariser avec les différents systèmes membranaires, dans le but de mimer les propriétés 
physico-chimiques des membranes biologiques et pouvoir proposer un mécanisme 
moléculaire, basé sur la production de fragments trypsiques de VP7 participant à la 
perméabilisation des membranes.  
Dans la suite nous allons aborder la deuxième partie de cette introduction qui résume les 
connaissances acquises à propos des propriétés physico-chimiques des modèles membranaires 
et des différents mécanismes décrits dans la littérature, expliquant l’action déstabilisatrice des 
peptides lytiques sur les membranes.  
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I.2 Interactions peptides-membranes 
I.2.1. Les propriétés des membranes et leur composition 
I.2.1.1 Les membranes biologiques   
I.2.1.1.1. Structure et compartimentation  
Les cellules sont considérées comme étant les unités structurales, fonctionnelles et 
fondamentales des systèmes vivants. Observées pour la première fois en 1655 par Robert 
Hooke, ces unités se partagent en deux types. Tout d’abord, les cellules procaryotes, 
caractérisées par une organisation interne simplifiée, possédant une membrane constituée 
majoritairement de phosphatydilglycérol, phosphatydilsérine ou cardiolipine et très rarement 
de stérols. Les cellules eucaryotes, quant à elles, possèdent une structure interne plus 
complexe et une membrane présentant une distribution asymétrique de phospholipides. 
Néanmoins, dans chacun des deux types cellulaires, la membrane plasmique joue un rôle 
majeur car elle permet de délimiter le contenu cellulaire du milieu extérieur tout en favorisant 
les échanges contrôlés. En effet, le contenu de ces dernières est divisé en plusieurs 
compartiments fonctionnels, formant les organites intracellulaires entourés par une, ou deux 
membranes Figure I.2.1.1.1.1. 
 
 
Traversée par un grand nombre et une grande diversité de protéines, la fonction des 
membranes biologiques ne se restreint pas à celle de cloisonnement, elles sont aussi 
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Figure I.2.1.1.1.1 : Représentation schématique d’une cellule eucaryote avec l’ensemble des organites qui 
la composent (Copyright © 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc). 
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impliquées dans de nombreux processus biologiques tels que le stockage, l’échange d’énergie, 
le transport et la signalisation.  
La découvert du modèle « de la mosaïque fluide » par Singer en 1972 a constitué une 
avancée majeure160. Selon ce modèle les membranes biologiques sont organisées en bicouches 
lipidiques dynamiques (Figure I.2.1.1.1.2), caractérisées par des têtes polaires délimitant un 
cœur hydrophobe renfermant protéines et glycoprotéines. De plus ce modèle tient compte des 
mouvements des protéines, des glycoprotéines mais également du basculement des lipides 
d’un feuillet à l’autre appelé flip-flop, des diffusions latérales, des rotations libres et des 
oscillations des lipides sur leur axe. Ces mouvements sont rendus possibles grâce à la nature 
et aux propriétés physico-chimiques des lipides. En effet lorsque la température est supérieure 
à la température de transition de phase (Tm) des chaînes grasses, le cœur hydrophobe se 
caractérise par une faible viscosité. La baisse de la température (T<Tm) entraîne un 
basculement vers la phase solide gel, ce qui conduit à une répression des mouvements 
essentiels pour l’activité cellulaire. 
 
 
Depuis la conception de ce modèle les connaissances ne cessent de s’améliorer, 
cependant l’organisation des membranes à l’échelle moléculaire sont toujours sujet à débat. 
Les travaux récents d’Estep et al. (1979)161, de Simons et al. (1997)162 et de Brown et al. 
Protéine de transport!
Protéine globulaire!
Glycoprotéine! Glucides!
Têtes hydrophiles!
Bicouche phospholipidique!
Chaînes hydrophobes!
Protéine transmembranaire en hélice "!
Protéine de surface!
Protéine transmembranaire globulaire!
Protéine périphérique!
Filaments de cytosquelette  !
Glycolipide!
Cholestérol!
Figure I.2.1.1.1.2 : Représentation schématique d’une membrane cellulaire eucaryote. « Sources : 
Wikipedia, the free encyclopedia ». 
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(1997)163 représentent une évolution de ce modèle. Selon ces auteurs, les membranes 
biologiques ne se réduisent pas uniquement à une bicouche lipidique homogène dissimulant 
des protéines mais d’autres microdomaines peuvent co-exister. 
I.2.1.1.2. Composition et asymétrie 
Les propriétés physico-chimiques des membranes plasmiques sont liées aux différents 
lipides qui la constituent. Les espèces lipidiques différentes164 varient en fonction de la nature 
des organites et des types cellulaires165,166 (Figure I.2.1.1.2.1). Ils représentent environ 40 % 
de la masse totale de la membrane biologique, avec une concentration qui approche les 5.106 
molécules de lipides par µm2 de bicouche lipidique. 
 
Figure I.2.1.1.2.1 : Composition lipidique des différents compartiments cellulaires chez les eucaryotes 
(d’après Van Meer et al., 2008). Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au nombre total de 
lipides dans les cellules des mammifères (bleu foncé) et la levure (bleu clair). Sur ce schéma, la différence de 
composition en chlestérol (CHOL) entre les différents compartiments est très significative au niveau des 
membranes plasmiques et endosomales. 
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Au-delà d’une concentration de l’ordre de 10-5 M, les molécules lipidiques s’associent 
de façon à minimiser les jonctions entre leurs chaînes aliphatiques et les molécules d’eau. Les 
chaînes hydrophobes se font face à cause de leur affinité réciproque, tandis que les têtes 
polaires s’orientent vers les molécules d’eau, principale composante des cellules. Cette 
organisation est stabilisée par les liaisons chimiques de faible énergie telles que les 
interactions hydrophobes ou de van der Waals. D’autre part, il est important à noter que la 
géométrie des chaînes grasses est fonction du nombre d’insaturations et que les lipides sont 
classés en fonction de leur structure en trois familles : les glycérophospholipides, les 
sphingolipides et les stérols. 
I.2.1.1.2.1 Les glycérophospholipides 
C’est la famille de lipides la plus répandue, elle regroupe la phosphatidylcholine 
(PtdCho), la phosphatidyléthanolamine (PtdEtn), la phosphatidylsérine (PtdSer), la 
phosphatidylinositol (PtdIns) et l’acide phosphorique (PA) (Figure I.2.1.1.2.1.1). Ces lipides 
possèdent un squelette hydrophobe constitué de diacylglycérol (DAG), avec des chaînes 
grasses contenant ou pas des insaturations qui sont le plus souvent en cis, cependant il est 
possible d’avoir des insaturations en trans. 
Les phosphatidylcholines représentent plus de 50 % des phospholipides présents dans 
les membranes eucaryotes, ils s’auto-organisent spontanément en bicouche plane, dans 
laquelle chaque molécule de PtdCho a une géométrie à peu près cylindrique. De plus 
l’insaturation cis des chaînes aliphatiques de ces molécules les rend fluide à température 
ambiante. 
Les molécules de phosphatidyléthanolamine adoptent une géométrie conique, en raison 
de la taille relativement petite des têtes polaires. L’introduction de phosphatidyléthanolamine 
dans une bicouche constituée de phosphatidylcholine, impose une contrainte de courbure 
négative au niveau de la membrane qui est essentielle pour les processus de bourgeonnement, 
de fission et de fusion167.  
Les lipides tels que la phosphatidyléthanolamine et la cardiolipine (Figure I.2.1.1.2.1.1) 
ne peuvent pas former de bicouche mais jouent un rôle important au niveau des membranes 
biologiques en favorisant l’insertion des protéines et la modulation de leurs activités 
biologiques168. 
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Phosphatidyléthanolamine
!
Phosphatidylinositol
!
Phosphatidylsérine
!
Acide phosphorique
!
Phosphatidylcholine
!
Cardiolipine
!
Figure I.2.1.1.2.1.1 : Les composants lipidiques majoritaires de la famille des glycérophospholipides 
(source : Avantis Polar Lipids et « Probing Lipid Membrane Electrostatics » par Yi Yange ; page 2.) 
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I.2.1.1.2.2 Les sphingolipides 
Les sphingolipides constituent une autre classe de lipides possédant un squelette 
hydrophobe appartenant à la sous-classe des céramides. Chez les mammifères cette famille 
regroupe majoritairement la sphingomyéline (SM) et les glycosphingolipides (GSL) qui 
contiennent des mono- ou di- oligosaccharides, constitués de glucosylcéramide et parfois des 
galactosylcéramides169,170, (Figure I.2.1.1.2.2.1). La présence des sphingolipides au niveau du 
feuillet externe des membranes eucaryotes est essentielle pour le bon déroulement de 
nombreux processus, tels que la signalisation et le tri des protéines170. 
 
 
Galactosylcéramides
!
Glucosylcéramides
!
Sphingomyéline
!
Figure I.2.1.1.2.2.1 : Les principaux lipides de la famille des sphingolipides chez les mammifères (source : 
Glycolipids animal. Hakmori Sen-ition et Ishizuka Ineo., 2006) 
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I.2.1.1.2.3 Les stérols 
Cette famille qui regroupe le cholestérol et ses dérivés, possède un noyau stérane qui 
porte un groupement hydroxyle au niveau du carbone 3 (Figure I.2.1.1.2.3.1). Le cholestérol 
représente la forme la plus répandue de cette catégorie de lipides membranaires chez les 
vertébrés. Il est présent plus particulièrement dans les membranes érythrocytaires, les 
membranes plasmiques et dans différents compartiments sub-cellulaires. 
Les molécules planes de cholestérol sont constituées d’un squelette hydrocarboné à 
quatre cycles rigides, adoptant une configuration trans et un groupement hydroxyle en 
position 3, correspondant à la partie polaire qui lui confère un caractère amphipathique.  
 
 
Les propriétés physico-chimiques des molécules de cholestérol leurs permettent de 
s’insérer dans les membranes, de sorte que la partie hydrophile soit orientée vers les têtes 
polaires (Figure I.2.1.1.2.3.2), tandis que la partie hydrophobe s’insère au niveau du cœur 
hydrophobe171-173. Leur présence au niveau de la membrane module profondément sa 
structure, ses propriétés physiques et sa dynamique. Le cholestérol induit une augmentation 
du paramètre d’ordre au niveau des chaînes alkyles des lipides, ce qui conduit à une 
Stérane
!
Cholésterol
!
Figure I.2.1.1.2.3.1 : Formule chimique du stérane et du cholestérol. Les quatre cycles rigides nommés A, 
B, C et D adoptent une conformation trans. 
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augmentation de la rigidité et de l’épaisseur des membranes, tout en maintenant une certaine 
flexibilité et mobilité des différents composants de la membrane.  
Différents travaux effectués par plusieurs groupes mettent en évidence l’importance du 
cholestérol dans de nombreux processus biologiques tels que l’infection, la réplication (du 
VIH-1 et d’autre rétrovirus)174 et l’endocytose clathrine-dépendante175,176 de la transferrine et 
du facteur de croissance épidermique. Il est également impliqué dans le mécanisme 
d’exocytose, puisque la déplétion en cholestérol induit la dispersion des clusters de protéines 
SNAREs, impliquées dans l’initiation de la fusion membranaire, conduisant à une réduction 
massive des vésicules de sécrétion177. 
 
 
La composition des membranes biologiques est qualifiée d’asymétrique178-182, puisque 
la répartition des lipides varie au sein des deux feuillets mais également au sein d’un même 
feuillet. La Figure I.2.1.1.2.2 qui illustre la distribution de quatre phospholipides différents au 
niveau des membranes des érythrocytes humains182, indique que la phosphatidylcholine et la 
sphingomyéline sont localisées principalement au niveau du feuillet externe, contrairement à 
la phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylsérine qui sont situées dans le feuillet interne.  
D’autre part, il est important à noter que le cholestérol est caractérisé par une capacité 
de flip-flop assez rapide entre les deux feuillets membranaires, ce qui conduit à sa répartition 
d’une manière symétrique dans les membranes biologiques. 
Cholestérole
!
Figure I.2.1.1.2.3.2 : Représentation schématique de l’insertion du cholestérol au niveau des membranes. 
Source : http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectf03am/cholesterol.jpg. 
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I.2.1.2 Des molécules amphiphiles aux systèmes auto-organisés 
Amphiphiles par nature, les lipides restent sous forme monomérique en milieu aqueux à 
l’interface aire-eau, tant que leur concentration est inférieure à une valeur dite « concentration 
micellaire critique ». Au-delà de cette concentration les lipides disposent d’une grande 
capacité d’auto-organisation, qui entraîne la formation d’objets de taille et de morphologie 
différentes183,184 (Figure I.2.1.2.1). En effet en présence d’eau les chaînes aliphatiques 
hydrophobes forment des pseudo-phases organiques, stabilisées par les interactions attractives 
entre les différentes parties hydrophobes. Il résulte de cette organisation une réduction des 
interactions entre les chaînes hydrophobes et les molécules d’eau, tandis que la solvatation 
des têtes polaires est favorisée. On peut donc résumer la formation de ces objets comme étant 
la résultante d’un équilibre entre les forces attractives et répulsives et que l’énergie totale du 
système correspond à la somme de ces énergies. Sur le plan thermodynamique, l’agrégation 
Feuillet externe 
!
Feuillet interne 
!
Figure I.2.1.1.2.2 : Schéma représentatif de la répartition des quatre principaux lipides des membranes 
des érythrocytes humains au sein des deux feuillets (d’après Devaux, P. F. 1992). Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de fraction totale de lipide. 
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des lipides qui conduit à la formation des différents objets est la conséquence des variations 
d’entropie du système185. 
 
 
L’énergie n’est pas le seul facteur favorisant la formation et la variation morphologique 
des agrégats lipidiques. Israelachvili et al en 1976186, ont montré l’importance des contraintes 
géométriques imposées par la structure des lipides lors de la formation des différents objets 
(Figue I.2.1.2.2). D’après leurs conclusions, elles sont la conséquence directe des interactions 
qui peuvent s’établir entre les molécules amphiphiles. Ainsi, ils ont défini un paramètre 
d’empilement « ρ », tel que décrit dans l’équation 1. 
A
! B
!
C
!
D
!
E
!
F
!
I
!
h
!
G
!
Figure I.2.1.2.1 : Représentation schématique des différentes organisations que peuvent adopter les lipides 
en milieu aqueux. A. micelles cylindriques ; B. micelles ; C. bicelles ; D. phase hexagonale ; E. phase 
cubique inverse ; F. monocouche lipidique ; G. bicouche lamellaire ; H. vésicule lamellaire ; I. phase 
lamellaire.   
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Ce paramètre varie de manière proportionnelle avec le volume « ν » des têtes polaires 
des lipides, il dépend également de l’aire des têtes polaires (a0) et de la longueur  « critique » 
(lc) des chaînes grasses. Dans le modèle d'Israelachvili, lc correspond à la taille maximale pour 
laquelle la chaîne aliphatique est fluide et non immobilisée dans une structure cristalline.  
Il est important de noter, que les trois facteurs qui définissent le paramètre 
d’empilement, peuvent fluctuer en fonction de la température, de la pression, du pH, de la 
force ionique et de la concentration en lipides. En effet, l’impact de la salinité du milieu sur la 
formation de vésicules géantes par électro-formation a été mis en évidence par Angelova qui a 
montré qu’en présence de concentrations élevées de sel, les répulsions électrostatiques 
entravent l’auto-organisation des phospholipides en bicouche187. 
I.2.1.3 Des membranes biologiques aux membranes modèles 
La complexité des membranes biologiques, conduit le plus souvent à l'utilisation de 
modèles membranaires, visant à comprendre et à déterminer les mécanismes biologiques qui 
se déroulent à la surface des membranes biologiques. L’avantage de ces modèles 
membranaires est la possibilité d’en contrôler la taille et la composition lipidique. Ainsi la 
nature des membranes modèles, bicouche, micelle ou autre, adaptée à différentes utilisations, 
peut être modulée par le choix de la composition lipidique. 
Dans le cadre de nos études, nous avons utilisé des compositions lipidiques différentes à 
des concentrations supérieures à la concentration micellaire critique (CMC). Les lipides 
utilisés lors des études structurales par RMN et dichroïsme circulaire, possèdent un paramètre 
d’empilement ρ < 1/3, permettant ainsi la formation de micelles, suffisamment grandes pour 
permettre une bonne structuration et stabilisation du peptide. De plus, contrairement aux 
différents systèmes membranaires modèles, les micelles sont suffisamment petites pour 
restreindre la taille des complexes peptide-micelle et réduire ainsi la diffusion de spin lors de 
l’étude RMN. Nous avons également utilisé les lipides ayant un paramètre d’empilement 
« ρ », tel que  1/2< ρ≤ 1, conduisant ainsi à la formation de vésicules unilamellaires.  
 
! !
!
!!!!!
!!!!!!!!"!!!
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Figure I.2.1.2.2 : Représentation schématique des relations qui existent entre le paramètre de 
compactage « ρ  » et la structure formée par les différents lipides (d’après Israelachvili 1985).  
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I.2.2. Etudes mécanistiques des interactions peptides lytiques‐membranes 
I.2.2.1 Introduction  
Les membranes biologiques dont l’épaisseur varie entre 7 nm et 8 nm sont le support de 
plusieurs fonctions essentielles, incluant les interactions avec des peptides lytiques. Ces 
interactions jouent un rôle important dans de nombreux processus, tels que les mécanismes de 
défense antimicrobiens188-190, la fusion membranaire191-193 ou bien la translocation virale194.  
Les peptides lytiques sont en général courts et chargés positivement et les structures 
qu’adoptent ces peptides sont de trois types : hélice α, feuillet β stabilisés par un ou plusieurs 
ponts disulfures ou une combinaison des deux195 telle qu’indiqué dans la Figure I.2.2.1.1. 
Cependant le groupe des peptides en hélice α amphiphile est le plus étudié et le mieux décrit. 
Ces peptides possèdent généralement de 40% à 60% de résidus hydrophobes196 et sont 
souvent peu structurés en milieux aqueux. Les peptides tels que l’hémolysine, une exotoxine 
produite par des bactéries comme le streptocoque et le staphylocoque qui induisent la lyse des 
globules rouges, adoptent généralement une structure secondaire en hélice droite au contact 
de la membrane ou dans un environnement mimant la membrane. Cependant, on trouve 
également quelques structures coudées par la présence d’un ou plusieurs résidus proline telles 
que la mélittine, principal composant toxique du venin de l’abeille à miel européenne, ou bien 
le peptide pep46 du virus de la Bursite Infectieuse Aviaire, déstabilisateur de membranes 
cellulaires permettant l'entrée du virus dans la cellule cible. 
 
C!B!A!
Figure I.2.2.1.1 : Structures tertiaires de peptides lytiques (d’après Bullet et al., 2004). A. Structure en 
hélice α amphiphile de la magainine. B. Structure en feuillet β de la protégrine I, les ponts disulfures sont 
représentés en jaune. C. Structure mixte en hélice α et en feuillet β de défensine I, le feuillet est stabilisé par 
les ponts disulfures indiqués en orange.   
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I.2.2.2 Les différents modes d’actions des peptides lytiques 
La majorité des travaux effectués sur les peptides lytiques mettent en évidence sans 
ambiguïté, qu’ils ont pour principale fonction de perturber l’intégrité de la bicouche lipidique. 
Il a été montré que l’interaction des peptides avec les membranes affecte généralement le 
thermotropisme des phases lamellaires. Au cours de ce processus la température de transition 
gel-fluide des chaînes aliphatiques reste inchangée, tandis que l’énergie de transition diminue 
progressivement197.  
Les modes d’actions des peptides lytiques sont très divers198-201, ils seront abordés dans 
cette partie selon deux catégories : ceux qui induisent la formation de pores et ceux qui 
entraînent la destruction des membranes par « micellisation ». Ces mécanismes largement 
étudiés, découlent de plusieurs travaux effectués sur des peptides de référence tels que la δ-
Lysine202,203, la dermaseptine204 ou bien la maganine 2205, et débutent tous par une première 
étape d’adsorption des peptides à la surface de la membrane. Cette première étape est 
caractérisée par deux états, qui sont régis par de nombreux paramètres tels que la composition 
en phospholipides206, le degré d’hydratation de la membrane207,208, la fluidité membranaire ou 
la concentration en peptides. Ce modèle à deux états209,210 « two-state model » stipule qu’a 
faible rapport peptides/lipides, le peptide adsorbé sur les têtes polaires est orienté 
parallèlement à l’interface de la bicouche lipidique (Figure I.2.2.2.1. A), alors que 
l’augmentation de ce rapport entraîne une réorientation (Figure I.2.2.2.1. B) du peptide, par 
rapport à l’interface et conduit à l’initiation du mécanisme de lyse.  
 
B!A!
Figure I.2.2.2.1 : Modèle à deux états illustrant la réorganisation de la PGla observée dans une membrane 
modèle de DMPC (Glaser et al., 2005). (A). A faible concentration en peptide l’hélice est parallèle à la 
surface membranaire. (B). L’augmentation de la concentration entraîne une réorientation de l’hélice. 
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I.2.2.2.1. Mécanisme de la formation des pores 
I.2.2.2.1.1 Modèle du pore mixte ordonné ou désordonné « toroïdal pore » 
Connu également sous le nom de « wormhole model », ce modèle a été proposé pour la 
première fois par deux équipes différentes205,211 à partir des observations effectuées sur la 
maganine. Au cours de ce processus les hélices α amphiphiles s’insèrent généralement de 
façon perpendiculaire à la surface de la membrane, induisant des « flip-flop » rapides des 
lipides et des courbures positives des bicouches lipidiques. Il en résulte ainsi la création d’un 
complexe dynamique peptide/lipide formant un pore mixte ordonné dont le lumen est 
constitué des faces hydrophiles des peptides et des têtes polaires des lipides, tandis que leurs 
chaînes aliphatiques interagissent avec les faces hydrophobes des hélices (Figure I.2.2.2.1.1.1. 
A). Il est important à noter qu’ils est possible d’observer des pores mixte désordonnés, dans 
ce cas les hélices s’insèrent dans la membrane sans orientation préférentielle190,212, formant 
des pores non cylindriques, tel que l’on décrit Leontiadou et al (Figure I.2.2.2.1.1.1. B). 
 
 
I.2.2.2.1.2 Modèle du pore en tonneau « barrel‐stave model » 
C’est le processus classique pour décrire la formation des pores dans les membranes 
lipidiques (Figure I.2.2.2.1.2.1). Dans ce modèle, les peptides forment un amas dans la 
membrane ayant un espace central délimité par les surfaces hydrophiles des hélices 
Classical Toroïdal model
!
A
!
Disordered Toroïdal model
!
B
!
Figure I.2.2.2.1.1.1 : Schéma représentatif du modèle du pore mixte « toroïdal ». A) ordonné proposé par 
Matsuzaki et Ludtke (d’après Chan et al., 2006). B) désordonné proposé par Leontiadou (d’après Sengupta 
et al., 2008). Les peptides s’associent avec les membranes de sorte que les parties hydrophiles de chaque 
hélice (en rouge) interagissent avec les têtes polaires des lipides tandis que leurs chaînes aliphatiques 
interagissent avec les faces hydrophobes (en bleu). Ces structures forment un complexe dynamique 
peptide/lipide créant un pore.  
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amphiphiles, tandis que les faces hydrophobes s’alignent avec les chaînes aliphatiques des 
lipides213,214.  
Les peptides interagissant selon ce mécanisme sont caractérisés par un grand potentiel 
d’auto-association, par un caractère hydrophobe très important (nécessaire à la stabilité du 
pore) et doivent être suffisamment longs pour pouvoir traverser la membrane biologique. 
La parfaite illustration de modèle correspond aux pores formés par l’alaméthicine214,215, 
un peptide de 20 acides aminés, isolé du champignon Trichoderma et connu pour sa capacité à 
perméabiliser les membranes bactériennes. La taille des pores formés par ce peptide dépend 
du rapport peptide/lipide. Néanmoins, il a été décrit que l’interaction de ce peptide avec les 
membranes de DLPC, conduit à la formation de pores dont les diamètres internes et externes 
ont été estimés à 1.8 nm et 4 nm respectivement et que chaque pore contient entre 8 ou 9 
monomères216. 
 
 
I.2.2.2.1.3 Le modèle du radeau coulant « sinking‐raft model »  
Ce modèle très original a été proposé pour la première fois en 2002 par Pokorny et 
al202,203,217, dans ce cas les peptides en hélices α amphipathiques se répartissent de façon 
hétérogène parallèlement à la surface de la membrane générant ainsi un déséquilibre de 
masses à travers la bicouche lipidique avec une augmentation conséquente de la courbure 
membranaire. Il en résulte de ces phénomènes la translocation du peptide à travers la 
bicouche et la formation d’un pore transitoire, tel que cela a été décrit pour la δ-lysine, un 
peptide antimicrobien d’origine bactérienne (Figure I.2.2.2.1.3.1). Le trimère de la δ-lysine se 
Barrel-stave model
!
Figure I.2.2.2.1.2.1 : Schéma représentatif du modèle du pore en tonneau « barrel-stave model », d’après 
Chan et al., 2006. Le peptide adopte une configuration en hélice α, se lie à la membrane, s’agrège et s’insère 
dans les bicouches lipidiques. Les régions hydrophobes (bleu) des hélices s’alignent avec les chaînes 
hydrocarbonées des phospholipides tandis que les faces hydrophiles (rouge) forment l’intérieur du pore. 
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forme à la surface de la membrane et s’enfonce progressivement dans la bicouche d’une 
manière analogue à un radeau qui coule, accompagné d’une légère flexion des hélices. 
 
 
I.2.2.2.2. Mécanisme de formation des micelles 
I.2.2.2.2.1 Le modèle du tapis ou détergent « carpet‐like model » 
Ce modèle qui prend en compte le mode d’action des cécropines, a été proposé pour la 
première fois par Steiner et al218. Ce mécanisme est basé sur la désintégration progressive de 
la membrane en fonction de la concentration en peptide. Au cours de ce processus les peptides 
agissent comme un détergent. À faible concentration, les peptides peuvent avoir un faible 
effet sur les membranes, ou bien engendrer la formation de micelles et de pores transitoires. 
Alors qu’à forte concentration les peptides entraînent une perturbation de la courbure 
membranaire conduisant ainsi à sa désintégration (Figure I.2.2.2.2.1.1).  
 
 
Sinking-raft model
!
Figure I.2.2.2.1.3.1 : Schéma représentatif du modèle du radeau coulant « sinking-raft model », d’après 
Pokorny., 2002. Le peptide adopte une configuration en hélice coudée au milieu, au niveau du résidu 
Trp15, de sorte que les résidus hydrophobes soient orientés vers les chaînes aliphatiques des lipides. 
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Carpet-like model
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Figure I.2.2.2.2.1.1 : Schéma représentatif du modèle du tapis ou detergent « Carpet-like model » 
« Detergent-like model », d’après Sato et al., 2002. Le peptide adopte une configuration en hélice α et 
s’oriente de manière parallèle à la surface de la membrane (A). Il s’accumule progressivement (B) couvrant 
ainsi la totalité de la bicouche lipidique (C), il entraîne ainsi une désintégration totale de la bicouche en 
agissant comme un détergent (D). 
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II. Matériels et Méthode 
II.1.1. Recherche de région membranaire  
Cette étude a été menée dans le but d’identifier un domaine potentiel d’interaction avec 
la membrane, puisqu’il a été démontré par Charpilienne et al. en 1997128 que des fragments 
peptidiques issus de la  maturation trypsique de la glycoprotéine VP7 sont capables de 
perméabiliser des vésicules lipidiques. Dans un premier temps, une étude de prédiction de 
domaines membranaires a été réalisée en utilisant le programme PHDhtm219 et MPEx. Ce 
programme permet d’avoir une grande précision sur la prédiction de structures secondaires et 
l’accessibilité au solvant, des protéines ou peptides, en utilisant les informations contenues 
dans les alignements multiples de séquences. Des prévisions pour 13 protéines, de structures 
connues, ont été générées automatiquement par Burkhard Rost et Chris Sander en utilisant 
PHDhtm, les résultats indiquent l'estimation de la prédiction avec une précision de 72%. Ces 
travaux sont un outil utile comme point de départ pour notre étude.  
La recherche d’une région membranaire avait été consolidée dans un premier temps par 
une prédiction des éléments de structure secondaire par l’utilisation du serveur de prédiction 
de structures secondaires  PSIPRED220. Le serveur PSIPRED comprend trois méthodes 
récentes, PSIPRED, GenTHREADER et MEMSAT 2. . PSIPRED221 effectue une prédiction 
de la structure secondaire uniquement à partir de sa séquence primaire en acides aminés. 
GenTHREADER222 rapidement et de manière fiable reconnaît le repliement d'une protéine et 
MEMSAT223 permetant ainsi de déduire la structure et la topologie des protéines 
membranaires.  
Une représentation en roue hélicoïdale permettant de mettre en évidence les propriétés 
hydrophobes des hélices a été effectuée en utilisant le logiciel Helical Wheel Projection  
(Helical Wheel Projection http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi). 
II.1.2. Identification des sites de maturation par la trypsine 
Un alignement multiple des différentes séquences de la glycoprotéines a été effectué 
afin de déterminer les résidus Arginines et Lysine hautement conservés dans la glycoprotéine 
VP7, puis l’ensemble de ces résidus situés du côté C-terminal, entourant la région 
membranaire prédite, ont été reporté sur la structure tridimensionnelle de VP7 native 
déterminée par cristallographie aux rayons X33, afin de vérifier l’accessibilité de ces différents 
résidus pour la trypsine. 
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II.1.3. Synthèse peptidique en phase solide, purification et caractérisation 
des différents fragments 
La synthèse chimique en phase solide a connu un essor considérable, notamment avec la 
découverte de la chimie combinatoire. Cette approche a été introduite par Merrifield en 1963 
dans le cadre de la synthèse peptidique, elle repose sur un principe simple mais ingénieux qui 
consiste à immobiliser un des réactifs sur un polymère insoluble, permettant ainsi d’utiliser de 
larges excès de l’autre réactif sans problème d’élimination en fin de réaction. Le plus grand 
avantage de cette technique, est que le composé intermédiaire d’intérêt reste fixé sur la phase 
solide, après chaque rinçage, ce qui supprime les étapes de purification. Dans le cadre de 
notre étude, Les peptides sont synthétisés chimiquement selon la stratégie Fmoc. La méthode 
Fmoc est basée sur l'utilisation de groupements protecteurs orthogonaux, tels que le 
groupement base-labile N-Fmoc pour protéger les groupements amine (NH), et des 
groupements dits permanents,  protecteurs des chaînes latérales(voir résumé tableau II.1.3.1).  
 
 
 
Tableau II.1.3.1. : Groupements protecteurs dits « permanents » des chaines latérales des acides aminés. 
Durant la croissance des chaines peptidique par synthèse chimique en phase solide, les groupements 
protecteurs permettent de réduire les associations latérales (liées aux chaînes), les élongations 
incontrôlables (principalement au niveau des fonctions NH/COOH) et les réactions parasitex, qui nuisent à 
l’obtention du peptide ou de la protéine désirée. 
Amino acides FMOC 
Aspargine Trt, Tmob 
Aspartate t-Bu 
Arginine Mtr, Pmc, Pbf 
Cystéine Acm 
Glutamine Trt, Tmob 
Glutamate t-Bu 
Histidine Trt 
Lysine Boc 
Méthionine Non protégé 
Serine t-Bu 
Thréonine t-Bu 
Tryptophane Boc 
Tyrosine t-Bu 
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II.1.3.1 Cycle de synthèse peptidique 
La synthèse de peptides consiste en une répétition d’étapes de déprotection, d’activation 
et de couplages, jusqu'à l’obtention du peptide désiré, qui est ensuite séparé du support par 
coupure chimique, puis purifié et analysé.  
II.1.3.1.1. Chargement de la résine  
L’initiation de la synthèse peptidique nécessite la fixation du premier acide aminé  au 
support qui est une résine solide Wang  présentant à sa surface un linker HMP via son 
extrémité C-terminale par une liaison ester (Figure II.1.3.1.1.1) ou amide selon la nature du 
groupement C-terminal du premier acide aminé. A la fin du couplage les groupements 
hydroxyle du HMP n’ayant pas réagit, sont protégés par l’anhydride acétique.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.1.3.1.2. Déprotection de la fonction alpha amine 
La protection Fmoc du groupement N-terminal est éliminée suivant le mécanisme décrit 
dans la Figure II.1.3.1.2.1,  à l’aide d’un court traitement par une base faible, 20% de 
pipéridine en présence de 80% de NMP, solvant apolaire qui favorise la solubilisation et le 
gonflement de la résine Wang HMP, permettant d’isoler les différentes chaînes peptidiques, 
rendant difficile la formation des liaisons hydrogènes responsables de l’enfouissement de la 
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Figure II.1.3.1.1.1: Fixation du 1er acide aminé sur le support insoluble et inerte par une 
liaison ester via son groupement carboxylique. 
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fonction NH. Au cours de cette étape la résine est lavée avec la NMP et l’ensemble est soumis 
à une analyse d’absorption à 301 nm, longueur d’onde d’absorbance du dibenzofulvene-
piperidine. Ainsi on peut suivre la fixation des acides aminés sur l’oligopeptide lors du cycle 
de synthèse. Une forte diminution de l’absorbance, résulte d’une fixation incomplète des 
acides aminés lors du cycle précédent. 
 
 
II.1.3.1.3. Activation du groupement alpha carboxylique 
L’activation de l’acide aminé en solution avec le NMP via son groupement carboxyle 
pour la formation de liaisons amide est rendue possible par l’utilisation des réactifs de 
couplage HOBT/DCC (1M/1M). Le peptide subit au contact de ces derniers une 
transformation dont le résultat conduit à la production d’ester d’acide aminé HOBT actif et de 
DCU, selon le mécanisme décrit dans la Figure II.1.3.1.3.1. 
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Figure II.1.3.1.2.1: Mécanisme réactionnel d’élimination du groupement Fmoc par la pipéridine. 
La déprotection du groupement alpha N-terminal est initiée par une interaction (attaque nucléophile) 
entre la pipéridine et le Fmoc conduisant à la conversion du Fmoc en dibenzofulvène et à la 
libération d’un acide aminé libre et de dioxyde carbone. Le dibenzofulvène peut ensuite réagir avec 
de la pipéridine en excès pour former le dibenzofulvène-pipéridine. 
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II.1.3.1.4.  Couplage des acides aminés 
Cette étape est initiée par le passage du mélange contenant l’ester d’acide aminé HOBt 
actif (environ  2,5 à 10 fois la capacité de la résine) vers le réacteur, pour la formation d’une 
liaison peptidique entre le groupe carboxyle (COOH) de l’acide aminé injecté et la fonction 
NH libre de la chaîne peptidique en élongation sur la résine, selon le mécanisme décrit dans la 
Figure II.1.3.1.4.1. Le milieu de réaction est ensuite débarrassé des molécules en excès non 
accrochés par un lavage (excès NMP). Le temps nécessaire à une acylation complète dépend 
de la nature du résidu activé, de la séquence peptidique liée à la résine et de la concentration 
des réactifs. 
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Figure II.1.3.1.3.1: Mécanisme réactionnel d’activation du groupement alpha carboxylique des 
acides aminés, nécessaire pour l’élongation de la chaine peptidique-Résine Wang. Au cours de cette 
étape d’activation, l’acide aminé est solubilisé par la NMP puis par 1 mL de HOBT à 1M dans la 
NMP, cette solution est alors transférée dans l’activateur où 1mL de DCC à 1M dans la  NMP est 
ajouté. 
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Pour l’ensemble des peptides issus de la maturation trypsique de VP7  l’élongation de la 
chaîne polypeptidique se fait automatiquement avec une durée d’une heure par cycle, selon un 
programme préalablement établi, sur un synthétiseur de peptides Applied Biosystems 431A. 
 
II.1.3.2 Clivage de la résine et déprotection des chaînes latérales 
Cette étape dure 3 heures et s’effectue sous la hotte. Le clivage du peptide de la résine 
Wang se fait par addition de 2 ml d’un mélange réactionnel acide, contenant : 
- 94% d’acide trifluoroacétique (TFA) concentré, acide fort important pour la 
séparation du peptide de la résine Wang HMP et le clivage du t-But lié aux 
chaînes latérales, 
- 2.5% H2O ayant un rôle de scavenger chargé de bloquer les radicaux libres et 
empêcher les réactions indésirables, 
- 1% de Tis  
- 2.5% d’ EDT.  
- A la fin de cette étape, le mélange réactionnel est filtré pour éliminer la résine 
insoluble. L’oligopeptide soluble est par la suite précipité dans quatre falcons contenant 15 ml 
d’éther froid. Les falcons sont centrifugés durant 10 minutes à 3500 trs/mn à 0°C. Cette 
opération est effectuée trois fois, pour éliminer la suspension contaminée et garder 
uniquement le précipité contenant le peptide d’intérêt et les fractions d’impureté. Les culots 
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Figure II.1.3.1.4.1: Schéma représentatif du processus de couplage induisant à  l'élongation de la chaîne 
peptidique.   
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sont ensuite transférés dans un des falcons puis lyophilisés. La masse du produit brut est 
déterminée à la fin de la lyophilisation avant de purifier les oligopeptides par HPLC. 
II.1.3.3 Purification des peptides par HPLC semi-préparative et analytique 
Les produits obtenus à la fin de la synthèse sont purifiés par HPLC. On solubilise 40 mg 
de peptide lyophilisé dans un mélange d’eau (12 ml) et d’acétonitrile (3mL), puis on effectue 
une filtration de ce mélange à l’aide d’une seringue équipé d’un filtre, afin éliminer les 
particules solides qui pourraient boucher la colonne de chromatographie. Dans un premier 
temps, on réalise une analyse d’élution par HPLC analytique. Pour cela on introduit quelques 
gouttes de solution dans un vial que l’on place dans l’un des puits, puis on paramètre la 
méthode qui sera utilisée pour purifier les différents fragments peptidiques de VP7. En 
utilisant un gradient croissant d’acétonitrile (0% à 100% en 30 mn), on définit ainsi après 
analyse des profils d’élution préalablement établis pour chaque peptide, les conditions et les 
gradients utilisés pour l’élution par HPLC semi-préparative. La purification par HPLC semi-
préparative s’effectue par injection de 4 ml de solution dans la boucle d’injection, qui permet 
de transférer le produit vers la colonne de séparation. Les gradients utilisés sont fonction de la 
séquence de chaque peptide. Finalement, nous estimons la qualité des fractions à l’aide d’une 
analyse par HPLC analytique de façon à recenser les fractions pures, que l’on collectera dans 
des ballons pour être lyophilisées postérieurement, afin d’éliminer les traces d’acétonitrile et 
d’eau. Une analyse par spectrométrie de masse est effectuée dans le but de confirmer la 
présence du produit et déterminer avec une grande précision le poids moléculaire attendu de 
chaque peptide. 
II.1.3.4 Analyse par spectrométrie de  masse MALDI-TOF en mode réflecteur 
positif 
La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Désorption Ionisation Laser Assistée par 
Matrice à Temps de Vol) est souvent utilisée pour sa rapidité d’analyse, sa bonne tolérance 
aux sels et pour sa grande sensibilité car capable de détecter des quantités subfemtomolaires. 
La désorption laser a été utilisée dès 1976, à partir d’échantillons solides pour produire des 
peptides intacts, de masse ≤ 1000 Da, en phase gazeuse pour une analyse par spectrométrie de 
masse224. Mais ce n’est qu’à la fin des années 80 que la désorption ionisation laser assistée par 
matrice a été développée.  
L’analyse des échantillons par spectrométrie de masse MALDI s’effectue en différentes 
étapes. Tout d’abord le polypeptide sec (analyte) est solubilisé dans une solution composée de 
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30% d’acétonitrile et de 70% d’eau à laquelle on ajoute en forte concentration un acide 
(trans-cinnamique ou du 2,5-dihydroxybenzoic) qui absorbe dans l’ultra-violet grâce à son 
cycle aromatique. L’échantillon est ainsi placé dans la chambre hermétique, au bout de la 
sonde sur la cible, puis le vide est effectué dans le compartiment, ce qui permet la 
vaporisation partielle du liquide et sa fixation sur la matrice. Par la suite, un rayon laser à 
azote d’une longueur d’onde de 337 nm (dans l’ultra-violet) excite les acides. Les molécules 
de la matrice absorbent l’énergie transmise par le laser sous forme de photons UV, ce qui 
conduit à leur excitation et leur ionisation. L’énergie absorbée par la matrice provoque sa 
dissociation et son passage en phase gazeuse. Ainsi les molécules de matrice ionisées 
transfèrent leur charge aux polypeptides. La hausse de température, due au transfert d’énergie,  
et la basse pression accentuent la vaporisation du produit d’intérêt solubilisé (désorption) 
(Figure II.1.3.4.1). Le solvant non ionisé, est à cette étape éliminé en direction de la pompe à 
vide. 
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Figure II.1.3.4.1: Schéma de principe d'une source désorption-ionisation laser assistée par matrice 
(MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation). Le polypeptide (en vert) est co-cristallisé avec la 
matrice (en bleu). 
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Chaque polymère sous l’état gazeux est mono chargé (ou di-chargé) positivement, il est 
attiré vers l’anode, ce qui entraîne la propulsion des particules ionisées en direction du 
détecteur. Au cours de ce  phénomène, les cations sont soumis à un champ électrique 
homogène, selon la formule d’Isaac Newton a = F/m. Donc pour une force F, homogène 
exercée par le champ électrique, plus la masse m est élevée, plus l’accélération de l’analyte 
est réduite, par conséquent plus la taille du peptide est élevée et plus le temps de vol est long. 
Il est important de noter que les polymères de poids moléculaires identiques atteindront le 
détecteur en même temps. 
II.1.4. Préparation des vésicules larges unilamellaires 
Le 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine ou DMPC possède une masse molaire 
de 677.933 g.mol-1, une température de transition de phases Tm de 23°C, et une concentration 
micellaire critique de 6 nM. Le L-α-phosphatidylcholine ou EggPC, de masse molaire 
770.123 g.mol-1 et l’extrait total de foie ont été achetées chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, 
Alabama 35007-9105) sous forme de poudre lyophilisée. Les lipides ont été stockés à -20°C.  
Pour la préparation des LUVs, les lipides ont été dans un premier temps solubilisés dans 
un mélange de méthanol/chloroforme (1/1 : 100 μL). Le solvant organique a ensuite été 
évaporé à sec à l’aide d’un jet d’argon pendant cinq minutes pour former un film lipidique à 
la surface du tube en verre à bout arrondi, puis placé sous vide pendant 4 heures pour éliminer 
toute trace de méthanol et de chloroforme. Ce dernier a été réhydraté avec une solution de 6-
Carboxyfluorescéine (6-CF) à 60 mM (solubilisée dans du PBS à 1 mM et à pH 7.5) et 
vortexé pendant plusieurs minutes, puis soumis à agitation à température supérieure à la Tm, 
37°C, pendant 30 mn afin d’assurer une bonne dispersion des lipides et la formation des 
vésicules multilamellaires (MLV). La sonde fluorescente (6-CF. Figure II.1.4.1. A) utilisée 
possède un groupe carboxyle supplémentaire par rapport à la fluorescéine, rendant ainsi la 
molécule plus polaire et moins susceptible de traverser les membranes à pH ≥ 7.4 (Figure 
II.1.4.1. B) à faible concentration en tampon phosphate225. Les vésicules unilamellaires ont 
ensuite été préparées à l’aide d’un appareil à extrusion (Avanti Mini-Extruder). La suspension 
de MLV a été passée sous pression dix fois de suite à travers des membranes filtrantes en 
polycarbonate dont la taille des pores était respectivement de 400 nm puis de 200 nm (Avanti 
Polar Lipids. Alabaster, Alabama 35007-9105). La 6-CF non encapsulée a été séparée des 
vésicules par chromatographie d’exclusion stérique en utilisant une colonne en verre de 
Sephadex G75 (Figure II.1.4.1. C) 
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II.1.4.1 Détermination de l’activité biologique  
Interaction des peptides avec les vésicules larges unilamellaires (LUVs) 
Afin de caractériser l’activité biologique des différents peptides résultants de la 
fragmentation trypsique du domaine C-terminal de la glycoprotéine VP7, nous avons utilisé 
une méthode standard, spécifique à l’étude de la destabilisation membranaire ou formation 
par des protéines226,227  et par des détergents228,229. Cette méthode est également exploitée 
dans le domaine de la photochimie, cependant son application est plus compliquée, en raison 
de la formation d’espèces réactives dégradant la 6-CF. Le principe de la méthode est basé sur 
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Figure II.1.4.1 : A.  Formule chimique développée de la 6-Carboxyfluorescéine. B. Effet du pH sur 
la stabilité de la diffusion de la 6-Carboxyfluorescéine à 100 mM, à travers la membrane des 
liposomes d’Egg PC à 37°C, mis en évidence par Robert J. Lee et al en 1998. 
 Les courbes à cercles pleins, cercles vides et triangles pleins correspondent à la fuite spontanée de la 
6-CF à travers la membrane des liposomes, mis en solution dans l’eau respectivement à pH 5, pH 6 et 
pH 7. C. Séparation de la 6-Carboxyfluorescéine non encapsulée des vésicules larges unilamellaires 
par chromatographie d’exclusion stérique, en utilisant une colonne en verre de Sephadex G75. Le 
volume final des vésicules larges unilamellaires récupérées à été évalué, afin d’estimer la 
concentration finale en liposomes. 
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l’utilisation des LUVs stables et non perméables, contenant une sonde fluorescente 
extrinsèque qui possède une grande stabilité et un haut rendement de fluorescence à pH > 7.5 
dans le visible. Il s’agit de la 6-CF, ayant des propriétés d’autoquenching à concentrations 
supérieures à 50 mM. La méthode est schématisée sur la Figure II.1.4.1.1.  
 
 
Lorsque la 6-CF est concentrée dans le compartiment interne des LUVs, son intensité de 
fluorescence est très faible puisque le confinement des molécules dans la lumière des LUVs 
entraîne leur auto-atténuation « autoquenching ». Cependant, lors de l’addition des différents 
peptides à concentrations décroissantes dans la cuve de mesure, dont le volume final est de 1 
ml, l’interaction des peptides avec les membranes modèles induit leur déstabilisation et 
deviennent perméables laissant échapper les molécules de 6-CF qui se diluent dans le volume 
externe conduisant à une augmentation nette de leur fluorescence suivie dans le temps (Ft). A 
la fin de chaque mesure, 10 µL de 10% Triton X-100 sont ajoutés dans la cuve. L’intensité de 
fluorescence obtenue correspondant à la libération de toutes molécules de 6-CF et est utilisée 
comme le 100% pour la normalisation des courbes (Ff). Le pourcentage de fuite de la 6-CF 
(Lt) est calculé selon l'équation 1 
Figure II.1.4.1.1: Principe de mesure de la perméabilisation par la méthode de « dequenching » de 
la 6-CF, utilisée dans le but d’évaluer l’activité biologique des différents fragments trypsiques issus 
de la glycoprotéine VP7. A.  Vésicules unilamellaires contenant des molécules de 6-CF à 60 mM, 
dont la fluorescence est annihilée par autoquenching. B. Libération et fluorescence des molécules de 
6-CF, suite à la déstabilisation de la membrane des vésicules unilamellaires, induite par l’interaction 
des peptides avec les membranes.  
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F0 est l’intensité de fluorescence au temps t=0. 
Un spectre de référence représentant l’effet et la lyse des liposomes par le triton 100X 
est illustré dans la Figure II.1.4.1.2. 
 
 
Remarque : Les volumes de solution peptidique utilisés dans ces expériences, ont été 
prélevés à partir d’une solution mère de 1 mM de peptide solubilisé dans le DMSO, afin 
d’obtenir une concentration finale variant de 1 µM à 7.5 nM. 
 
Les longueurs d’ondes, d’excitation et d’émission déterminées expérimentalement sont 
respectivement de 491 nm et 516 nm et correspondent au maximum d’absorption et 
d’émission de la 6-CF tel qu’indiqué dans la Figure II.1.4.1.3.  
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Figure II.1.4.1.2 : Spectre de référence montrant l’effet de l’addition de 0.2% de Triton 100X sur la lyse 
des vésicules unilamellaires d’Egg PC. Cela se traduit par une nette augmentation de la fluorescence de la 
6-CF. 
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II.1.5. Etude par PWR de l’interaction des peptides avec des bicouches 
II.1.5.1 Principe de la PWR 
La spectroscopie de résonance plasmonique aux ondes guidées (PWR) est fondée sur le 
couplage de la résonance de plasmon d’une mince surface métallique d’argent avec l’onde 
dirigée d’une couche diélectrique de silice qui couvre le métal. Ce couplage découle de 
l’excitation du nuage électronique du métal (Ag) par une lumière monochromatique 
provenant d’un faisceau laser He-Ne incident sur un prisme support de la couche métallique. 
Cette dernière enveloppée d’une couche diélectrique de silice,  placée en contact du 
compartiment aqueux fonctionne comme un guide d’onde230 générant une onde évanescente, 
sensible aux propriétés optiques des dépôts biologiques situés à proximité de la surface du 
prisme, qui se propage au delà de la couche de silice231 (Figure II.1.5.1.1. A). Il est important 
de noter que l’intensité du champ électrique généré par cette onde est fonction de la distance 
entre la surface de la silice et le milieu d’émergence. Les propriétés de cette onde 
électromagnétique serviront donc à caractériser les assemblements moléculaire et les 
interactions avec la membrane immobilisée sur la couche diélectrique. En effet, les ondes 
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Figure II.1.4.1.3 : Spectre d’émission de la 6-CF à 60 mM en tampon PBS à 1 mM, en présence de 
vésicules lipidiques d’extrait cellulaire total de fois bovin ; λemi = 517 nm et λexc = 492 nm. 
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évanescentes générées par la lumière p-polarisée et s-polarisée caractérisent respectivement 
les propriétés optiques perpendiculairement et parallèlement au plan de la bicouche 
immobilisée en surface. Les modifications de la densité en masse, dues à l’addition ou à 
l’élimination de masse de la membrane, causent des déplacements de même position et 
amplitude des deux composantes de la lumière, on parle donc de changements isotropiques 
alors que des altérations en structure vont causer des changements anisotropiques. 
 
 
II.1.5.2 Avantage de la PWR  
Contrairement à la technique classique de résonance plasmonique de surface (SPR), la 
PWR apporte des avantages dont les principaux sont : 
• Une augmentation de la résolution et de la sensibilité associée à l’amplification des 
intensités électromagnétiques au niveau de la surface diélectrique, 
• L’excitation de la résonance pour les deux polarisations s et p de l’onde incidente 
(Figure II.1.5.1.1. B). Cela permet de mesurer l’anisotropie de l’indice de réfraction et 
du coefficient d’absorption du film déposé à la surface du cristal. 
• Le dépôt de la couche de silice sert d’adhésion mécanique et chimique pour le film 
métallique. 
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Figure II.1.5.1.1 : Schéma d'un spectromètre de PWR (d’après V. J, Hruby et al. 2010).  A. Le spectromètre 
est constitué d'un prisme recouvert d’une couche d'argent sur un film stratifié avec de la silice monté sur une 
table tournante avec un laser CW et un polariseur de lumière qui peut donner une lumière polarisée s ou p. 
B. les spectres PWR ont une largeur beaucoup plus étroite qu’en SPR, preuve d’une meilleure  sensibilité 
spectrale et d’une résolution plus élevée. 
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Cette méthode nous permet de déterminer les angles de résonance, la largeur des 
spectres et la profondeur des spectres, qui sont directement associés à l’indice de réfraction, à 
l’épaisseur des couches disposées à l’interface et au coefficient d’extinction à la longueur 
d’onde utilisée. 
II.1.5.3 Application à l’étude d’interaction peptides-membranes  
Afin de déterminer les constantes de dissociation apparetes et l’effet des peptides 
dérivés de la maturation de la glycoprotéine VP7, interagissant avec les membrane d’Egg PC 
immobilisées, nous avons exploité les propriétés des ondes évanescentes générées par la 
lumière p-polarisée et s-polarisée. L’utilisation des deux propriétés optiques (polarisations) 
perpendiculaire et parallèle au plan d’incidence, le plan de la bicouche d’Egg PC, s et p, nous 
permet de mettre en évidence sans utilisation de molécules marquées ou fluorescentes, les 
changements isotropiques, qui se traduisent par des déplacements de même position et 
amplitude des deux composantes de la lumière, ∆s et ∆p. Ces modifications peuvent être 
causées par les changements en masse, ∆m, dues à l’addition ou l’élimination de molécules 
et/ou à des changements anisotropiques relatifs aux altérations en structure ∆str, qui se 
traduisent par les déplacements de l’angle d’incidence pour les deux composantes de la 
lumière (∆s et ∆p) dans deux directions opposées.  
Cette technique répond aux conditions d’études des interactions protéine-protéine, 
protéine-ligand et protéine-lipide en permettant de distinguer en temps réel les changements. 
Dans le cadre de nos expériences les résultats obtenus ont été analysés à trois niveaux : 
• L’évaluation des constantes d’affinité Kd, des différents peptides issus de la maturation 
de la glycoprotéine VP7 pour la membrane d’Egg PC 
• L’analyse graphique232 des déplacements d’angles de résonance des polarisations s et 
p lors de l’interaction des peptides avec la bicouche lipidique sont transférés d’une 
coordonnée s-p à une masse-structure (Figure II.1.5.3.1),et permettent ainsi de 
déterminer les changements en masse et en structure dues aux interactions protéines-
lipides. 
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• Un modèle mathématique basé sur les fonctions de Maxwell permet d’ajuster les 
courbes réflectance-angle d’incidence expérimentales pour en extraire des 
informations sur l’indice de réfraction, le coefficient d’extinction et l’épaisseur des 
couches à la surface résonante.  
 
 
II.1.6. Dichroïsme circulaire, technique spectroscopique utilisée pour la 
détection des structures secondaires 
II.1.6.1 Historique  
Pratiquement tous les produits naturels, acide nucléiques, protéines, etc, manifestent une 
activité optique. Elle fut observée pour la première fois en 1811 par François Arago, dans une 
expérience sur le cristal de roche. La lame de cristal de roche coupée perpendiculairement à 
l’axe optique, est placée entre un polariseur et un analyseur. Il a alors observé un spectre de 
lumière colorée qui évolue lorsque il tourne le polariseur ou l’analyseur. Puis en 1812, le 
pionnier de l’utilisation de la lumière polarisée pour l’étude des solutions, Jean-Baptiste Biot, 
a proposé que le plan de la polarisation des rayons lumineux subit une rotation (pouvoir 
Figure II.1.5.3.1 : Analyse graphique des changements en masse et en structure des couches à 
l’interface du prisme (Salamon et Tollin. 2004) 
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rotatoire) qui n’est pas aussi rapide pour les différentes couleurs des rayons lumineux 
(dispersion rotatoire) et que certains cristaux dévient le plan de polarisation de la lumière vers 
la droite et d’autres vers la gauche. Jean-Baptiste Biot a mentionné dans son mémoire sur les 
rotations que certaines substances impriment aux axes de polarisation des rayons 
lumineux233, l’activité optique de la façon suivante: 
« Cette propriété consiste dans la faculté qu’ont les molécules dont il s’agit, de faire 
tourner d’un certain angle et dans un certain sens, les axes de polarisation des rayons 
lumineux ». 
En1815, il a généralisé cette expérience aux solutions liquides telles que le sucre de 
canne, le camphre ou encore l’essence. En 1822, Augustin Fresnel234 a introduit la notion de 
polarisation circulaire et a expliqué dans son mémoire sur la double réfraction, qu’il est 
possible de décomposer la polarisation linéaire de la lumière, en deux ondes polarisées 
circulaires gauche et droite et que leurs vitesses de propagation sont différentes dans les 
milieux doués d’activité optique, ce qui ce traduit par des indices de réfraction différents. En 
1895 Aimé Cotton a réalisé pour la première fois des expériences de dichroïsmes circulaire en 
se basant sur l’interprétation de Fresnel et il a pu observer des variations d’intensité 
lumineuse sur la lumière polarisée circulaire gauche et droite à travers un liquide actif. Mais 
ce n’est qu’en 1848, que Louis Pasteur a fournit une démonstration du lien entre activité 
optique et structure moléculaire grâce aux expériences effectuées sur les sels de tartrate. Il à 
écrit à ce propos un mémoire en 1848235 intitulé «Mémoire sur la relation qui peut exister 
entre la forme cristalline et la composition chimique et sur la cause de la polarisation 
rotatoire». 
II.1.6.2 Principe général 
L’interaction de l’onde polarisée circulaire gauche ou droite avec des molécules chirales 
donne lieu à des phénomènes connus sous le nom général d’activité optique. Ainsi ces ondes 
en traversant cet échantillon chiral, ne sont pas absorbées à l’identique. Cette différence 
d’absorption ΔΑ=ΑG−ΑD, où ΑG représente l’absorbance pour la lumière polarisée gauche et 
ΑD représente l’absorbance pour la lumière polarisée droite, nous permet de définir le 
dichroïsme circulaire Δε, qui vaut  
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où εgauche et εdroite sont les coefficients extinctions molaires en mol-1 L cm-1 du milieu pour les 
deux directions de polarisation de la lumière. 
La loi de Beer Lambert nous donne,  
 
 
A absorbance, Cmol concentration molaire en mol L-1, L longueur de la cuve en cm 
On  en déduit donc que : 
 
 
Le dichroïsme circulaire est également accessible via une mesure de l’ellipticité molaire 
correspondant alors à [θ]= 3300 (εG − εD) en degrés.cm2.dmol-1. 
La mesure du dichroïsme circulaire est effectuée, en plaçant un échantillon dans un 
faisceau dont la polarisation est alternativement gauche et droite. L’intensité lumineuse varie 
périodiquement et l’amplitude de cette variation permet de déterminer ΔA. On obtient ainsi 
des courbes en fonction de la longueur d’onde. L’allure, les maxima et les minima de ces 
dernières donnent des informations sur la structure secondaire « dominante » dans un peptide 
ou une protéine, qui est une combinaison linéaire des contributions des structures secondaires 
pures (hélice α ou feuillet β) selon leur abondance dans la molécule considérée (protéine ou 
peptide). Il a été démontré que les spectres de dichroïsme circulaire enregistrés entre 180 et 
260 nm, recouvrent la région où sont observées les absorptions des transitions n → π∗ 
(centrée autour de 220 nm) et π → π∗ (centrée autour de 190 nm) de la liaison peptidique et 
permettent de caractériser les structures secondaires236 (Figure II.1.6.2.1) de type α hélice, 
feuillet β, coude et autres.  
Les spectres du dichroïsme circulaire réalisés à des longueurs d’ondes supérieures à 230 
nm permettent de distinguer les contributions des acides aminés aromatiques et de mettre en 
évidence les changements d’environnement, caractéristiques des repliements tridimensionnels 
des protéines. 
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Dans le cadre de nos études, les spectres ont été enregistrés à l’aide d’un 
spectropolarimètre Jobin-Yvon model C8 et une cuve de 0.1 mm d’épaisseur a été utilisée. 
Les mesures ont été effectuées à température ambiante en présence de peptide dans des 
micelles de DPC à pH 3, dans des SUVs d’EggPC et d’extrait cellulaire total de foie, formées 
dans un tampon phosphate (1 mM phosphate, 0.15 mM de sodium azide, 93% H2O et 7% 
D2O à pH 7.4),. Chaque spectre, résulte de la somme de cinq mesures successives et a été 
corrigé par soustraction de la ligne de base et lissé. 
II.1.6.3 Préparation des micelles de dodecylphosphocholine (DPC) 
La morphologie des agrégats lipidiques découle de la structure des tensioactifs. Dans le 
cas du DPC, compte tenu de la valeur du paramètre d’empilement (ρ) (tel decrit dans le 
Chapitre I: Introduction générale) et de concentration micellaire critique (CMC), égale à 1.1 
mM, le système micellaire se forme spontanément, lorsque la concentration est supérieure à la 
CMC. 
Dans le cadre de nos études, les micelles ont été préparées par solubilisation de 19.5 mg 
de DPC-d38 dans 500 µL H2O/D2O (90% : 10%), permettant ainsi l’obtention d’une solution 
à 100 mM,  dont la concentration finale est supérieure à la CMC. Seulement 9 µL de cette 
solution ont été utilisés et le volume à été complété jusqu’à 300 µL par addition d’eau, afin 
d’obtenir une solution finale de micelles à 3 mM . 
200 220 240 180 
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pelote aléatoire (coil) 
$ (nm) 
Figure II.1.6.2.1: Courbes de Dichroïsme circulaire (CD) caractéristiques des structures secondaires 
observées dans les protéines. 
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II.1.6.4 Préparation des petites vésicules unilamellaires (SUV) 
Pour la préparation SUVs, 1 mg lipides (extrait cellulaire total du foie ou Egg PC) ont 
été dans un premier temps solubilisés dans un mélange méthanol/chloroforme (1/1 : 50/50 μ
L). Le solvant organique a ensuite été évaporé à sec à l’aide d’un jet d’argon pendant cinq 
minutes pour former un film lipidique à la surface du tube en verre à bout arrondit, puis mis 
sous vide pendant 2 heures pour éliminer toute trace de méthanol et de chloroforme. Ce 
dernier a ensuite été réhydraté aves 1 ml d’une solution de tampon PBS à 1 mM (à pH 7.4), 
vortexé pendant plusieurs minutes, puis soumit à agitation à température supérieure à la Tm 
pendant 30 mn afin d’assurer une bonne dispersion des lipides et la formation de vésicules 
larges multilamellaires (MLV). Les SUVs ont ensuite été préparées à laide d’un appareil à 
extrusion (Avanti Mini-Extruder) à partir d’une suspension de MLV qui a été passée sous 
pression dix fois à travers des membranes filtrantes en polycarbonate (Avanti Polar Lipids. 
Alabaster, Alabama 35007-9105) dont la taille des pores était respectivement de 200 nm, puis 
de 100 nm puis de 30 nm.  
II.1.7. Etude structurale par RMN et modélisation moléculaire 
II.1.7.1 Historique  
La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une discipline relativement récente. 
Elle rend compte de la capacité de certains noyaux atomiques, possédant un spin, à absorber 
l’énergie des rayonnements puis la relâcher lors de la relaxation. La mise en évidence du spin 
par Otto Stern et Walther Gerlach à partir des expériences effectuées sur des atomes d’argent 
en février 1922, fut le début de l’histoire du phénomène de résonance. Ces expériences ont 
consisté à faire passer des atomes d’argent dans un champ magnétique non uniforme de 
direction verticale. Les atomes d’argent ayant un moment cinétique nul à l’état fondamental, 
son moment magnétique orbital associé est également nul. Ainsi, le faisceau ne devait pas 
subir l’influence du champ magnétique. Cependant, l’expérience montre la séparation du 
faisceau en deux composantes, ce résultat a été expliqué par l’introduction du moment 
cinétique de spin (spin). Dans le cas de l’atome d’argent, la séparation en deux faisceaux 
révèle l’existence de deux états possibles pour le spin (+1/2 et -1/2). En 1943 Stern est lauréat 
du prix Nobel de physique pour sa découverte du moment magnétique du proton. Mais le 
terme de résonance magnétique nucléaire fut introduit en 1938 par Isidor Isaac Rabi237, qui a 
montré qu’un champ magnétique oscillant pouvait induire des transitions entre les niveaux 
associés à l’état de spin de différents noyaux placés dans un champ magnétique statique. La 
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transposition de l’observation de Rabi, de la résonance magnétique nucléaire sur un faisceau 
de molécules indépendantes à des échantillons solides (paraffine) et liquides (eau) a été faite 
avec succès en 1945, indépendamment par Edward Mills Purcell238 et par Félix Bloch239. Bien 
que les travaux de Rabi portant sur la démonstration initiale de la RMN étaient cruciaux, le 
saut conceptuel et technique réalisé par Bloch et Purcell (1946) à ouvert de nouvelles 
perspectives pour la RMN moderne qui leur a valu le prix Nobel de physique en 1952. 
Cependant, ce n’est qu’en 1950 que la RMN devient un outil pour la chimie analytique suite à 
la découverte de Proctor et Yu240, qui ont montré que le déplacement chimique est fonction de 
l’environnement moléculaire. En 1951, J. T. Arnold et M. E. Packard étudièrent l’échange 
chimique entre deux populations de spins sur les spectres RMN et c’est seulement quelques 
années plus tard en 1963 que Forsén et Hoffman firent de la spectroscopie de transfert 
d’aimantation une méthode de référence pour l’étude des échanges de protons entre deux sites 
non-équivalents. 
II.1.7.2 Les paramètres RMN définissant la structure d’une protéine 
La structure d’une protéine peut être étudiée par RMN grâce à différents paramètres que 
sont dans le cadre de nos études, le déplacement chimique, l’effet Overhauser Nucléaire 
(NOE), le couplage scalaire entre spins et les liaisons hydrogènes. 
II.1.7.2.1. Le déplacement chimique 
Le déplacement chimique d’un proton d’une protéine dépend de son environnement 
électronique et est donc lié aux structures secondaires dans lesquelles il est engagé. Il peut 
être décomposé selon l’équation suivante241. 
 
 
δprotéine représente le déplacement chimique du proton observé pour un acide aminé dans 
la protéine ; δrandomcoil correspond au déplacement chimique moyen du proton du même acide 
aminé dans les structures en pelote statistique. Ce dernier est proche des déplacements 
chimiques rapportés par Wüthrich242 ; δrc  provient de la contribution des courants de cycle243 
(tyrosine, phénylalanine et tryptophane dans le cas des protéines); δm représente l’anisotropie 
magnétique des liaisons peptidiques, due aux groupements carbonyles ; δel décrit la 
contribution de l’interaction électrostatique et δs symbolise la contribution du solvant. 
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Cette équation traduit la dépendance conformationnelle du déplacement chimique des 
protons des protéines. Selon la nature du proton considéré, les contributions dues à l’effet de 
la conformation sont plus ou moins importantes. 
 
II.1.7.2.1.1 Les protons des chaînes latérales (non labiles) 
Dans le cas des cycles aromatiques, l’effet du courant de cycle est plus prépondérant sur 
les protons des autres chaînes latérales, dès qu’ils sont proches du cycle. 
Les électrons π sont plus polarisables que les électrons des liaisons σ.  Leur circulation 
produit un champ secondaire relativement fort qui perturbe les noyaux voisins. Les électrons, 
de part et d’autre du plan du cycle, circulent en réaction au champ magnétique externe B0 et 
génèrent ainsi un champ opposé au centre du cycle et un champ supplémentaire à l’extérieur 
du cycle. Au centre du cycle où le champ induit est opposé à Β0, il y a blindage. A l’extérieur 
du cycle, où le champ induit s’additionne à Β0, il y a déblindage (Figue II.1.7.2.1.1). De ce 
fait, tous les protons des chaînes latérales qui se trouvent proche des cycles des résidus 
tyrosine, phénylalanine, Histidine et tryptophane subiront l’effet du cycle, qui se traduit par 
des variations des déplacements chimiques (blindage ou déblindage). 
 
 
II.1.7.2.1.2 Les proton Hα   
Le déplacement chimique des protons Hα est lié à la structure secondaire dans laquelle 
ils se trouvent. Ce sont ceux pour lesquels le déplacement chimique est le moins influencé par 
la structure 3D244. Si ces protons sont proches d'un cycle aromatique, l’effet de ce dernier 
Figure II.1.7.2.1.1: Représentation des champs produits par les électrons de systèmes conjugués 
tels que les cycles aromatiques et leur effet sur les noyaux voisins. 
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compte pour la moitié dans leur déplacement chimique et la contribution des chaînes latérales 
pour les 30% restants241. 
II.1.7.2.1.3 Les protons amides 
le déplacement chimique des protons amides est le plus difficile à simuler car outre la 
nature des chaînes latérales, l’effet du cycle, la contribution électrostatique au déplacement 
chimique est très importante.  
II.1.7.2.2. L’effet Overhauser nucléaire (NOE) 
L’effet NOE245 traduit la corrélation entre deux protons distants de moins de 5 
angström, et constitue la principale infirmation pouvant être exploitée pour l’élucidation de la 
structure d’une protéine. Les NOEs recueillis après analyse des expériences NOESY « 
Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY », effectuées à faible temps de mélange, 
traduisent selon l’équation (Eq 6) la proximité spatiale des protons détectée par les 
changements d’intensité d’un pic. Plus la tâche de corrélation est intense, plus les protons 
peuvent être proches.  
 
 
σij, représente le tenseur de relaxation entre deux protons i et j. τm représente temps de 
mélange de l’expérience NOESY. 
Les intensités des taches de corrélation sont convertis par la suite en distances entre 
protons, en utilisant comme référence l’intensité du NOE impliquant les protons de distance 
connue qui servira, dès lors, de référence pour la conversion de l’ensemble des intensités 
NOEs en distances, grâce à la relation suivante : 
 
 
Dans le cas des expériences NOESY enregistrées à long temps de mélange, il se produit 
le phénomène de diffusion de spin et l’équation (Eq 6) n’est plus applicable. Le proton j va 
transférer l’aimantation issue du proton i sur un troisième proton qui lui est proche K. Le 
NOE entre i et j est diminué et il apparaît un NOE entre le proton i et K alors que ces deux 
protons sont éloignés. Ceci nous a conduit à réaliser des expériences NOESY à différentes 
temps de mélange (de 100 ms à 250 ms) pour prendre en compte uniquement les NOEs 
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observés dans les expériences à faible et à temps de mélange plus élevé. Les NOEs recueillis 
lors de l’analyse des spectres peuvent êtres classés en trois catégories :  
Les NOEs « intrarésiduels », les NOEs « séquentiels » entre les résidus i et i+1, 
permettant de déterminer l’ordre d’enchaînement des résidus dans la séquence. Les NOEs 
« moyenne distance » correspondent aux connections entre les protons de résidus séparés au 
plus trois résidus et fournissent des informations sur les structures locales secondaires246,247. 
II.1.7.2.3. Les liaisons hydrogènes 
Les protons amides potentiellement impliqués dans des liaisons hydrogènes ont été mis 
en évidence grâce à leur échange lent, à l’échelle de la RMN, avec le solvant. Les échantillons 
sont préparés par lyophilisation du mélange de CD3OH/CDCl3 (1/1) ou l’eau non deutérée, 
uttilisés pour la dissolution le peptide. Puis, le peptide est  dissout à nouveau, respectivement 
dans un mélange de CD3OD/CDCl3 (1/1) ou dans D2O. On observe alors, les résonances des 
protons labiles qui s’échangent plus ou moins rapidement, en fonction de leur accessibilité, 
avec le deutérium dans le spectre RMN. En effet, les protons ont une vitesse d’échange 
ralentie, soit parce qu’ils sont engagés dans une liaison hydrogène soit parce qu’ils sont 
difficilement accessibles au solvant en raison de leur position à l’intérieur de cavités au sein 
de la structure. 
II.1.7.3 Acquisition et traitement des expériences RMN 
Pour réaliser les expériences de RMN, les échantillons ont été préparés dans un volume 
de 500 µL d’un mélange CD3OH/CDCl3 (1/1), utilisé pour mimer le milieu hydrophobe des 
membranes lipidiques248,249, ou bien dans un mélange constitué de 90% H2O et 10% de D2O 
en présence de détergents micellaires tel que le dodécylphosphocholine (DPC) à 100 mM, 
couramment utilisés pour dissoudre les protéines membranaires250. 1 mM de peptide sont 
ajoutés dans chaque tube et le pH, pour les manipes dans le DPC, est ajusté à 3.0, par adition 
de DCl ou NaOD pour l’ensemble des peptides étudiés. Les échantillons sont homogénéisés 
puis transférés dans un tube RMN de 5 mm. Le pic d’eau est utilisé pour la calibration interne 
des déplacements chimiques. Les expériences de RMN sont enregistrées sur un spectromètre 
Avance Bruker qui opère à une fréquence de  600,14 MHz en proton. Les paramètres des 
différentes expériences à deux dimensions 1H-1H TOCSY, NOESY et COSY enregistrés sur 
chacun des échantillons sont décrits dans le tableau II.1.7.3.1. Avant l’acquisition, le signal de 
l’eau est supprimée à l’aide de séquences WATERGATE d'impulsions gradients (water 
suppression using excitation sculpting with gradients). 
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Tableau II.1.7.3.1: Les paramètres des différentes expériences à deux dimensions 1H-1H TOCSY,et NOESY enregistrés. 
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II.1.7.4 Stratégies d’attribution 
Les expériences RMN à deux dimensions sont indispensables pour l’élaboration 
expérimentale de modèles structuraux et permettent l’obtention des paramètres décrits 
précédemment dans le paragraphe II.1.7.4.1. 
Dans un premier temps il est important d’effectuer l’attribution des fréquences de 
résonance de l’ensemble des protons des peptides étudiés. Cette stratégie d’attribution 
commune repose sur l’identification et la classification des différents acides aminés d’après 
leurs systèmes de spin grâce aux couplages scalaires. Aux 20 acides aminés naturels 
correspondent quatre motifs pour les cycles aromatiques (Figure II.1.7.4.1. A).  et 10 motifs 
de connexion différents pour les protons aliphatiques (Figure II.1.7.4.1. B).  
 
!
Figure II.1.7.4.1. A : Diagramme de connectivités, COSY, TOCSY pour les systèmes de spins non labiles 
des acides aminés aromatiques. Les cercles pleins gris, correspondent aux pics diagonaux, les bleus 
représentent les connectivités COSY et les losanges rouges  les connectivités TOCSY.  
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!"
Figure II.1.7.4.1. B: Diagramme de connectivités, COSY, TOCSY pour les systèmes de spins non labiles 
des acides aminés mon aromatiques. Les cercles pleins gris, correspondent aux pics diagonaux, les bleus 
représentent les connectivités COSY et les losanges rouges  les connectivités TOCSY. 
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Le classement des acides aminés par système de spins constitue un code dégénéré, par 
conséquent, l’identification de la nature propre de l’acide aminé doit faire appel à d’autres 
critères tels que la valeur des déplacements chimiques ou bien la présence de corrélations 
dipolaires intrarésiduelles caractéristiques.  Par exemple les NOE entre les protons du cycle 
aromatique et les protons Hβ pour les acides aminés aromatiques et la place occupée dans la 
séquence par l’acide aminé peuvent constituer une aide. L’identification de ces systèmes de 
spins a été faite à l’aide des expériences TOCSY et COSY enregistrées sur les échantillons 
des différents peptides en solution dans H2O en présence de DPC ou bien dans un mélange de 
CD3OH/CDCl3 (1/1). L’expérience TOCSY permet de mettre en évidence le couplage scalaire 
qui se produit entre tous les protons d’un même système de spin au travers des liaisons 
covalentes (Figure II.1.7.4.2. A). L’expérience COSY quant à elle permet de mettre en 
évidence le couplage scalaire qui se produit entre protons séparés par au plus 3 liaisons tels 
que cela se produit entre le proton NH et le proton Hα d’un même résidu (Figure II.1.7.4.2. 
B).  
 
Figure II.1.7.4.2 : Stratégie d’identification des systèmes de spins à partir des spectres TOCSY (A) et 
COSY (B). A. Identification des systèmes de spins à partir des couplages scalaires J3 entre protons d’un 
même résidu,. B. Spectre COSY permettant de mettre en évidence les couplages scalairse entre résidus 
séparés par au plus 3 liaison comme dand le cas des protons NH et Hα. d’un même résidu. 
Source: cours de Master 2, Eric Guittet. 
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Une fois l’identification des différents systèmes de spins terminée, on procède à 
l’attribution séquentielle qui consiste à replacer chaque système de spin dans la séquence afin 
de réaliser le « séquençage RMN » des peptides. Ce dernier est possible grâce aux 
corrélations dipolaires entre protons appartenant à des résidus voisins, proches les uns des 
autres à travers l’espace à une distance inférieure à 5 Å.  
L’identification des corrélations spatiales qui existent entre protons de résidus proches, 
à partir des couplages dipolaires a été faite à l’aide des expériences NOESY. Ces expériences 
basées sur le couplage dipolaires, révèlent les corrélations séquentielles de type Hα(i-1)/NH(i) 
et NH(i)/NH(i-1) (Figure II.1.7.4.3) qui permettent de reconstituer l’enchaînement des systèmes 
de spins. Elles révèlent également les effets dipolaires à moyennes et longues portées 
caractérisant les structures secondaires et tertiaires des protéines comme décrit dans le tableau 
3. En cas de difficultés lors de l'attribution, les NOEs séquentiels de type Hβ(i-1)/NH(i) 
permettent de lever les ambiguïtés.  
 
!"#!
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Figure II.1.7.4.3 : Les différents NOEs déterminés lors de l’analyse des spectres  RMN 2D  NOESY. 
Identification des systèmes de spin à partir des NOEs intrarésiduels. 
NOEs séquentiels permettent de déterminer l’ordre d’enchaînement des résidus dans la séquence  
NOEs moyenne ou longue portée entre protons de résidus éloignés. Les NOEs de type N(i)N(i-2) 
 sont caractéristiques des structures en hélice α ou de coudes. 
Source: cours de Mastère 2, Eric Guittet. 
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II.1.7.5 Détermination des structures secondaires 
Les structures secondaires se traduisent en RMN par des caractéristiques que l’on peut 
aisément mettre en évidence. En particulier des effets NOE entre proton Hα et NH de résidus 
voisins, αN (i, i+1) sont caractéristiques de feuillet β, tandis que des effets NOE entre protons 
amides du squelette porté par des résidus voisins NN(i, i+1) sont caractéristiques d’hélice α. 
Les distances sont en effet assez bien définies dans ces structures secondaires (respectivement 
2.2 et 3.5 Å). Dans les structures en hélice α, on trouvera en plus des effets NOE entre les 
protons de résidus plus éloignés αN(i, i+2),  
NN(i, i+2), αN(i, i+3), αβ(i, i+3) ou αN(i, i+4) (tableau II.1.7.5.1) 
 
 
II.1.7.6 Détermination des structures par le logiciel ARIA 
Traditionnellement la mesure des NOEs est la première étape pour la détermination des 
structures tertiaires des macromolécules. ARIA est un logiciel de calcul qui exploite de 
nouveaux concepts, il permet d’attribuer les contraintes NOEs et de gérer les ambiguïtés 
obtenues au cours de l’attribution initiale. La notion d’ADR (Ambiguous Distance Restraint) 
a été introduite par Nilges en 1995251. Cette notion permet d’utiliser les contraintes de 
distance ambiguës de manière itérative lors de la modélisation moléculaire alors que d’autre 
logiciels utilisent uniquement les contraintes de distance RMN non ambigües. 
 
Distance Hélice ! Hélice 310 Feuillet " 
parallèle 
Feuillet " 
Anti-parallèle 
Coude I Coude II 
d!N 3.5 3.4 2.2 2.2 3.4 2.2 
d!N (i, i+2) 4.4 3.8   3.6  
d!N (i, i+3) 3.4 3.3   3.1- 4.2 3.8- 4.7 
d!N (i, i+4) 4.2      
dNN 2.8 2.6 4.3 4.2 2.6 4.5 
dNN (i, i+2) 4.2 4.1   2.4 2.4 
d"N 2.5- 4.1 2.9- 4.4 3.2- 4.5 3.7- 4.7 2.9- 4.4 3.6- 4.6 
d!" (i, i+3) 2.5- 4.4 3.1- 5.1     
 
Tableau II.1.7.5.1: NOEs caractéristiques des structures secondaires (Wüthrich 1986). 
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II.1.7.6.1. Contraintes de distance ambiguës 
L’approche d’ADR consiste à considérer un pic NOE non plus comme la résultante 
d’un couplage dipolaire entre deux protons, mais comme la somme des contributions 
dipolaires de tous les candidats dont les fréquences de résonances sont proches, pouvant 
contribuer à l’intensité du pic de corrélation. Ainsi un pic NOE peut être considéré comme la 
superposition de n pic NOE, par conséquent la contrainte sera appliquée sur une distance 
moyenne calculée d’après la relation suivante: 
 
 
  
où chaque distance di correspond à la distance entre une paire de proton ai et bi et n représente 
le membre des attributions possibles. 
Au cours du calcul de dynamique moléculaire, la contribution de chaque candidat est 
évaluée d’après sa distance dans le modèle calculé et une telle contrainte ambiguë est 
satisfaite si au moins un des candidats est compatible selon le modèle 
II.1.7.6.2. Le principe de fonctionnement de ARIA 
Le calcul des structures tertiaires des peptides a été effectué de façon itérative (Figure 
II.1.7.6.2.1) par l’utilisation simultanée des logiciels, ARIA et CNS.  ARIA utilise comme 
données initiales le projet CcpNmr, qui contient une table de déplacement chimique, une liste 
de pics NOEs attribués manuellement et les spectres RMN expérimentaux. Le logiciel ARIA 
accepte également des contraintes de liaisons hydrogènes, d’angles dièdres, RDCs, les ponts 
disulfures, les couplages scalaires, et les liaisons ioniques (coordinations au Zinc, par 
exemple). Au cours la première itération, it0, ARIA réalise une calibration des pics NOE et 
crée un nouveau spectre NOE et un nouveau fichier de contraintes de distances, qui est utilisé 
par le logiciel CNS pour générer un premier jeu de structures 3D des peptides ou protéines 
(200 structures). Les structures générées lors de it0 sont aléatoires. On rentre ensuite dans un 
processus itératif, ou chaque spectre NOE est rétro-calculé à partir les meilleures structures, 
100 meilleures, de l’itération (i-1) en effectuant une attribution automatique à partir d’une 
liste des déplacements chimique que l’on fixe, afin de déterminer les constantes de 
! ! !!
!!
!
!!!
!!!!
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calibrations. Les volumes expérimentaux sont alors traduits en contraintes de distances que 
CNS utilise pour générer un nouveau jeu de structures.  Les meilleures structures de 
l’itération précédente sont à nouveau analysées pour déterminer les contraintes violées 
systématiquement. 
  
 
Figure II.1.7.6.2.1: Schéma simplifié et descriptif du processus iteratif ARIA/CNS utilisé pour la 
modélisation moléculaire des peptides étudiés.  
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Le nombre d’itération réalisée par ARIA est fixé à 8 et au cours de ces itérations le seuil 
de violation des contraintes est fixé à 0.2 Å (défini par l’utilisateur) et les contraintes 
systématiquement violées sont éliminées. La neuvième itération correspond à une étape 
d’analyse et de raffinement des structures. Ce processus est renouvelé N fois jusqu’à 
l’introduction de toutes les données expérimentales qui doivent être en accord avec les 
structures de plus basses énergies obtenues. 
II.1.7.6.2.1 Le champ de force 
ARIA251,252 utilise via le programme CNS, le champ de force AMBER, ce dernier est un 
champ de force semi-empirique, représenté par des termes d’énergie physiques décrivant des 
interactions atomiques entres atomes liés ou non liés. 
II.1.7.6.2.1.1 Energies potentielles d’interactions liées 
Les énergies potentielles liées représentent les énergies correspondant aux déformations 
de la longueur de liaison, de l’angle entre les liaisons et des angles dièdres de torsion. 
II.1.7.6.2.1.2 Energies potentielles d’interactions non liées 
Les énergies non liées entre les atomes du système moléculaire peuvent être simulées 
par deux potentiels différents. Dans un premier temps, au cours du calcul, le potentiel sera 
défini uniquement à partir des  interactions de Van der Waals, on parle alors de potentiel 
quartique. Puis, dans un second temps, souvent dans la phase de raffinement du calcul, la 
contribution coulombienne est ajoutée, elle représente l’interaction électrostatique du 
potentiel. 
 
 
 
II.1.7.6.2.2 La calibration des pics NOEs 
La calibration dans ARIA est effectuée au cours de chaque itération (i+1) à partir d’un 
jeu de structures initiales. Une distance moyenne <dij> est calculée sur les structures pour 
chaque paire de protons correspondant à un pic NOE de volume Iij et un facteur de calibration 
« C » global est déduit pour chaque itération (i+1) 253, selon la relation suivante 
 
 
!!"!!!"#$ ! !!!"#$%&#'!!()! !!"#$%&'(%)%*+,#!!!!!!!!"!!!
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avec <dij>, la distance moyenne calculée sur les structures pour chaque paire de protons 
de la façon suivante : 
 
 
dij,s distance calculée à partir de l’ensemble des structures de plus basse énergie S de 
l’itération précédente. 
Ainsi les contraintes de distances observées (dij)obs sont mesurées de la façon suivante: 
 
 
La difficulté majeure est le mouvement intramoléculaire des protons, qui rend difficile 
la quantification précise des distances inter protons. La flexibilité de la molécule dans les 
boucles et les parties terminales, peut induire une diminution de l’intensité NOE. Afin de 
prendre en considération ce phénomène, la notion d’intervalle de valeurs permises a été 
introduite pour les distances inter protons. L’erreur sur l’évaluation des contraintes de 
distance (Δ) est estimée dans ARIA à 12.5 % du carré de la distance observée (dij)obs. 
Il est important de noter qu’ARIA offre la possibilité d’effectuer une calibration plus 
élaborée en prenant en compte la matrice de relaxation pour limiter les effets de la diffusion 
de spin, pour cela, il est important de connaître la valeur du temps que corrélation τc des 
peptides ou protéines étudiés. 
II.1.7.6.2.3 Attribution des pics NOE ambigus 
Le protocole ARIA repose sur la notion de contraintes ambiguës, et par cette approche, 
considère tous les candidats pouvant contribuer à l’intensité du pic de corrélation. Au cours 
du calcul de dynamique moléculaire, la contribution Ck de chaque candidat est estimée 
d’après les distances dans le modèle moléculaire déjà calculé de la manière suivante : 
 
 
 
avec dk, la distance moyenne de la paire de proton et K calculé sur les 100 structures de 
plus basse énergie de l’itération (i-1).  
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Pendant le cycle itératif, les contributions Ck sont classées par ordre décroissant et les 
candidats, contraintes ambigues, ayant les plus petites contributions « Ck » sont 
progressivement exclues dès lors que  
 
 
 
p correspond à la valeur du seuil d’attribution, cette valeur est proche de 1 (0.999) à la 
première itération puis décroit progressivement  pour atteindre la valeur de 0.8 à l’itération 8. 
Une contrainte ambiguë est satisfaite si au moins un des candidats est compatible selon 
le modèle. Toutefois, la combinaison de contraintes ambiguë peut aider à orienter le calcul 
vers la bonne structure.  
Afin de traiter correctement les pics NOE ambigus, au cours de notre étude nous avons 
optimisé deux paramètres pour l’obtention des structures tertiaires des peptides, ces deux 
paramètres sont : le seuil d’attribution p et la fenêtre du déplacement chimique. 
II.1.7.6.2.4 Analyse et sélection des structures 
Le logiciel ARIA/CNS permet grâce à la procédure de recuit simulé de générer un 
grand nombre de structures plus au moins en accord avec les données expérimentales issues 
de la l’analyse des spectres RMN. La qualité des structures obtenues doit être évaluée. 
L’analyse effectuée est basée sur les paramètres suivants : 
• L’énergie intramoléculaire : la valeur de l’énergie obtenue à la fin du calcul de 
structure sert de critère pour juger de la qualité de la structure. Celle-ci est fonction 
des paramètres du champs de force et sera d’autant plus élevée que le nombre de 
violations expérimentales ou géométriques sera grand (plus la valeur est petite plus la 
structure est stable et fiable). 
• Le nombre de violations : Après le raffinement, seules les structures possédant un 
faible nombre de violations des contraintes de distances (< 0.2 Å) sont conservées. Si 
plusieurs violations apparaissent de façon systématique sur des structures différentes, 
les spectres RMN à 2 dimensions NOESY sont réexaminés. 
• Les cartes de Ramachandran : la  distribution des couples (φ, ϕ) ne doit pas s’écarter 
des zones stériques permises254. 
!! !
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• La valeur de l’écart-type moyen entre les coordonnées atomiques (RMSD) : la 
convergence entre les structures générées est mesurée par l’écart types entre les 
positions des atomes du squelette peptidique de ces différentes structures. 
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Chapitre III: Résultats 
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Partie I 
Identification des régions membranaires potentielles dans la 
glycoprotéine VP7 et caractérisation de l'accessibilité des sites 
de maturation par la trypsine. 
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III. Résultats 
III.1 Identification des régions membranaires potentielles dans la glycoprotéine VP7 et 
caractérisation de l'accessibilité des sites de maturation par la trypsine. 
III.1.1. Objectifs 
Les études précédemment achevées et publiées par différent groupes montrent que les 
particules virales à triple couche protéique (TLP) induisent la perméabilisation de liposomes 
et de vésicules membranaires128. Ces effets sont déclenchés par la solubilisation et la 
maturation des protéines VP4 et VP7151,152,157, protéines de la couche externe du rotavirus.  
Les protéines structurales de la couche externe du rotavirus sont sensibles à la 
concentration de calcium et aux protéases. Le clivage de VP4 par la trypsine101,255, génère 
deux fragments, VP5* protéine membranaire de perméabilisation, et VP8*, l'hémagglutinine 
du rotavirus. Le réseau de protéines VP7 à la surface de la particule virale est formé 
seulement en présence de calcium120 où les monomères de VP7 s'associent en trimères, qui 
interagissent fortement avec VP6256 et VP4. Lorsque la concentration en calcium est abaissée, 
VP7 ainsi que VP4 sont solubilisées conduisant à la formation de particules infectieuses à 
double couche, les DLP132, qui sont libérées dans le cytoplasme après destruction de la 
membrane plasmique par les fragments trypsiques des deux protéines structurales de la 
couche externe, VP7 et VP4 (VP5*). A l’heure actuelle, le mécanisme d’action de la protéine 
VP5* est connu37,257, contrairement à celui de la glycoprotéine VP7.  
Afin de déterminer le domaine trypsique de la glycoprotéine VP7, impliqué dans 
l’entrée du rotavirus et de comprendre le mécanisme moléculaire de déstabilisation des 
membranes par VP7, j’ai donc entrepris, dans en premier temps une analyse in silico de la 
séquence primaire de la protéine VP7, dont l’objectif était d’identifier les domaines 
membranaires potentiels de cette protéine et de caractériser les sites potentiels de maturation 
par la trypsine de cette protéine de la capside externe. 
III.1.2. Identification des régions membranaires 
La prédiction de domaines membranaires a été réalisée en utilisant le programme PHDhtm et 
MPEx sur la séquence entière de la glycoprotéine VP7 mature, issue du clivage du peptide 
signal au niveau du site de maturation localisé entre les résidus A50 et Q51. Les résultats 
résumés sur la Figure III.1.2.1. A et B indiquent la présence d'une région prédite en segment 
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membranaire, dont la taille varie en fonction du logiciel utilisé, est situé dans la partie C-
terminale de la protéine VP7. De plus, ce domaine est constitué de résidus très conservés et 
est aussi entouré de chaque côté des résidus arginine (R) et lysine (K), correspondant à des 
sites potentiels de clivage par la trypsine. 
 
 
 
Figure III.1.2.1 : Prédiction des domaines membranaires en utilisant le programme PHDhtm (http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_htm.html) et le programme MPEx 
(http://blanco.biomol.uci.edu/mpex). Les résultats suggèrent la présence d'un domaine prédit en hélice 
membranaire situé à l’extrémité C-terminale de la protéine. On observe de chaque côté de ce domaine des 
résidus R et K, reconnus par le site catalytique de la trypsine. 
B. représentation des propriétés hydrophobe ou hydrophile des acides aminés dans la protéine VP7 mature 
 
B!
Segment membranaine prédit, 
allant du résidu W292 à L309  !
A!         60        70        80        90       100       110       120!
         |         |         |         |         |         |         |  
QNYGINLPITGSMDTAYANSTQEETFLTSTLCLYYPTEAATEINDNSWKDTLSQLFLTKGWPTSIYFREYTD!
!
IVSFSVDPQLYCDYNVVLMKYDAALQLDMSELADLILNEWLCNPMDITLYYYQQTDEANKWISMGSSCTIKV!
!
CPLNTQTLGIGCLTTDTATFEEVATAEKLVITDVVDGVNHKLDVTTATCTIRNCKKLGPRENVAVIQVGGSD!
!
                        |                |!
VLDITADPTTAPQTERMMRINWKKWWQVFYTVVDYVNQIIQLMSKRSRSLNSAAFYYRV!
PHDhtm prediction             HHHHHHH !
MPEx prediction         HHHHHHHHHHHHHHHHHH!
292! 309!
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La prédiction de structure secondaire effectuée sur la protéine VP7 mature complète, 
indique que le fragment membranaire prédit en C-terminal (Figure III.1.2.2. A), adopte une 
structure en hélice alpha (Figure III.1.2.2. B). La représentation en roue hélicoïdale de ce 
domaine révèle ses propriétés amphipathiques (Figure III.1.2.2. C). Ce type de structure est 
caractéristique des peptides perforateurs des membranes196.  
 
 
Figure III.1.2.2 : A. Prédiction d'une région membranaire de VP7 du côté C-terminal de la glycoprotéine en 
utilisant le programme PHDhtm (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_htm.html). B. Prédiction des structures secondaires effectuée à 
partir de la séquence entière de la glycoprotéine VP7 mature, indiquant que le segment membranaire est 
situé au milieu d’une région prédite en hélice-α. C. Représentation en roue hélicoïdale comportant le 
fragment membranaire, mettant en évidence les propriétés amphipathiques de ce domaine (rouge : résidus 
hydrophobes, bleu : résidus hydrophiles). 
A278! K312! Y323!R325!
S266! T277! R313! F322! V326!
    270       280       290       300       310       320   326!
     |         |         |         |         |         |     | !
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! ! !   HHHHHHH                       !
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III.1.3. Caractérisation des sites de maturation par la trypsine de la 
glycoprotéine VP7 
Les travaux effectués et décrits dans la littérature indiquent que des fragments 
trypsiques de la glycoprotéine VP7 induisent la perméabilité des membranes128,152. L’analyse 
in silico, par des techniques d’alignements multiples, de la séquence entière de VP7 a été 
effectuée dans le but d’identifier les résidus arginine et lysine hautement conservés dans les 
différents groupes et stéréotypes de rotavirus. Cela nous a permis de mettre en évidence les 
domaines situés du côté C-terminal de VP7 qui comportent le fragment membranaire prédit 
(Figure. III.1.3.2).  
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Figure III.1.3.1: A. Analyse in silico de la séquence de la glycoprotéine VP7 issue des différents groupes et 
stéréotypes de Rotavirus (alignements multiples), mettant en évidence les résidus R et K hautement 
conservés. 
B. Localisation par examen de la structure cristallographique, des résidus R et K conservés dans la protéine 
native, au niveau des boucles (cercle bleu). 
C. Représentation en surface de la protéine native VP7, montrant l'accessibilité des résidus R et K hautement 
conservés, indiqués en bleu. 
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Les résultats montrent non seulement, une très haute conservation des résidus R et K 
indiqués en bleu (Figure III.1.3.1. A, et B), mais également, une grande accessibilité à la 
trypsine qui clive la liaison peptidique impliquant le groupement carboxylique d’une lysine 
ou arginine par observation de la structure aux rayon-X33 (Figure. III.1.3.1. B), qui montre 
que ces derniers sont situés sur des boucles. 
  
Ces résultats ont été complétés par une analyse in silico en utilisant le programme 
PeptideCutter258, un logiciel de prédiction des sites potentiels de clivage par la trypsine. Les 
résultats obtenus indiquent de grandes probabilités de clivage par la trypsine de la liaison 
peptidique impliquant le groupement carboxylique des résidus R (Arginine) ou K (Lysine) 
hautement conservés (100%) soulignés en bleu, et des pourcentages plus faibles pour les 
résidus moins conservés (65%) soulignés en rouge (Figure. III.1.3.2.).  
 
 
III.1.4. Synthèse des différents fragments de la glycoprotéine VP7, issus 
de la maturation par la trypsine. 
Les prédictions de région membranaire ont indiqué une localisation du côté C-terminal 
de ce fragmemnt qui possède la propriété de s'organiser en hélice amphipathique entouré de 
chaque côté de résidus R et K hautement conservés. De plus, l’analyse in silico en utilisant le 
logiciel PeptideCutter, indique une grande probabilité de clivage par la trypsine des liaisons 
peptidiques impliquant ces résidus conservés. L'identification de ces résidus au sein de la 
Figure III.1.3.2 : Prédiction des sites potentiels de clivage par la trypsine de la glycoprotéine VP7 en 
utilisant le logiciel PeptideCutter. Les acides aminés soulignés en bleu hautement conservés présentent une 
probabilité de clivage maximale alors que ceux soulignés en rouge sont moins conservés et ont une 
probabilité de clivage plus faible. Les peptides pouvant provenir de la maturation sont VP743, VP736, VP723 
et VP713.   
DVVDGVNHKLDVTTATCTIRNCKKLGPRENVAV IQVGGSDVLD ITADPTTAPQ TERMMRINWK KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV!
 !
VP7 (43 Aa)                                                MMRINWK KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV!
VP7 (36 Aa)                                                        KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV!
VP7 (23 Aa)                                                        KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKR!
VP7 (13 Aa)                                                                              SKRSRSLNSA AFYYRV!
!
326!320!310!300!290!280!270!260!250!240!230!
Tryps_(100 %) 
Tryps_(100 %) 
Tryps_(100 %) 
Tryps_(65 %) 
Tryps_(100 %) 
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structure tridimensionnelle de la protéine VP7 native, montre que ces derniers sont situés dans 
des boucles. 
Les résultats obtenus nous ont conduit à la synthèse des différents peptides pouvant 
provenir de la maturation par la trypsine, VP743, VP736, VP723 et VP713, comportant le 
fragment membranaire prédit excepté VP713. Les séquences primaires des différents peptides 
sont représentées dans la Figure III.1.4.1. 
Un peptide non trypsique, VP761, avait été proposé pour sa capacité potentielle à 
interagir avec les membranes par N. Morellet et J. Lepault, en se basant sur les travaux de S. 
Libersou. La caractérisation structurale de ce peptide dans un mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) 
avait fait l'objet de mon stage de mastère 2. 
 
Les peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 ont été synthétisés par synthèse 
automatique sur un support solide selon la stratégie Fmoc, comme précédemment décrite dans 
la partie II.1.3 (Chapitre II: Matériels et Méthodes). La pureté et la masse exacte des peptides 
ont été vérifiées par HPLC et spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure III.1.4.2).  
L’analyse par spectrométrie de masse des différents peptides a été effectuée sur la plate-
forme Spectrométrie de Masse et Protéomique, Université Pierre et Marie Curie. L’ensemble 
des spectres obtenus et analysés par Mr Bolbach, montre que chaque peptide est pur, la pureté 
est estimée supérieure à 95%. Les peptides ont été conservés au sec (-20 °C) après une étape 
de lyophilisation. 
Figure III.1.4.1 : Séquence primaire des différents peptides potentiellement issus de la maturation par la 
trypsine et comportant le fragment membranaire prédit. 
VP7 (61 Aa) ! ! !   SDVLD ITADPTTAPQ TERMMRINWK KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV!
VP7 (43 Aa) ! ! ! !   ! ! ! ! !   MMRINWK KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV!
VP7 (36 Aa) ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKRSRSLNSA AFYYRV       !   !
VP7 (23 Aa)                                      ! KWWQVFYTVV DYVNQIIQLM SKR!
VP7 (13 Aa) ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      SRSLNSA AFYYRV!
326!320!310!300!290!280!270!266!
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Le rendement de synthèse a été déterminé pour chaque peptide, et les résultats sont 
résumés dans le tableau suivant :  
Tableau III.1.4.2 : Tableau récapitulatif du rendement global de la synthèse des différents peptides dérivés 
de la glycoprotéine VP7, contenant la région membranaire prédite in silico, excepté VP713, avant et après 
purification.  
Peptides Rendement de 
synthèse peptidique 
avant purification  
(%) 
Rendement de synthèse 
peptidique  après 
purification (%) 
VP761 16.34 3 
VP743 22.14 3.32 
VP736 22.43 3.59 
VP723wt 23.77 2.03 
VP713 65.19 10.43 
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Figure III.1.4.2 : Spectres de masse MALDI-TOF ions positifs en mode réflecteur des différents peptides 
après purification par HPLC. Les peptides sont obtenus par synthèse chimique en phase solide, selon la 
stratégie Fmoc.  
VP761 
VP743 
VP736 
VP723 
VP713 
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III.1.5. Discussion et conclusion 
Quel que soit son état oligomérique, trimérique ou monomérique, la glycoprotéine VP7 
native est incapable d’induire la déstabilisation de la membrane des endosomes. Cependant, 
plusieurs groupes ont démontré que la solubilisation de VP7 induite par la variation de la 
concentration du calcium dans les sous compartiments des cellules épithéliales (endosomes) 
et sa maturation par la trypsine, entraîne la libération de peptides capables de perméabiliser 
les membranes biologiques et artificielles. Pourtant, jusqu’à présent jamais ces peptides 
perforateurs de membranes, dérivés de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine VP7, 
n’avaient été identifiés. Dans une première étape, à l’aide des outils de bioinformatique, nous 
avons identifié dans la partie C-terminale de VP7, plusieurs peptides contenant un potentiel 
fragement membranaire, prédit en hélice α amphipathique, caractéristique des peptides 
perforateurs des membranes259, peptides lytiques tels que les peptides antimicrobiens, dont les 
mécanismes d’action sont décrit dans la littérature260.  
Les hélices α amphipathiques sont parmi les plus abondantes et les plus répandues dans 
la nature. La répartition des acides aminés en deux faces hydrophile et hydrophobe, permet 
d’expliquer la capacité de ces peptides à interagir avec les membranes196. 
L'association de ces études in silico à d'autres méthodes telles que les études de 
perméabilisation des vésicules contenant une sonde fluorescente extrinsèque et la PWR, nous 
permettront dans un premier temps, de caractériser l’activité biologique des différents 
fragments. 
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Partie II  
Caractérisation de l’activité biologique des différents peptides 
dérivés de la glycoprotéine VP7 après maturation par la 
trypsine 
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III.2 Caractérisation de l’activité biologique des différents peptides dérivés de la 
glycoprotéine VP7 après maturation par la trypsine 
III.2.1. Objectif 
Les résultats précédents obtenus par analyse in silico de la séquence primaire de la 
glycoprotéine VP7, indiquent que celle-ci contient un domaine prédit en hélice α 
amphipathique entouré de chaque côté par des résidus arginine et lysine hautement conservés. 
D’ailleurs, nous avons pu montrer par observation de ces résidus sur la structure 3D de la 
protéine VP7 native, obtenue par cristallographie aux rayons X, que ces résidus sont situés au 
niveau des boucles dans la protéine et sont accessibles. 
Dans cette seconde partie j’ai étudié le rôle biologique des différents peptides dérivés de 
VP7 que j’ai synthétisés. Dans une première étape, j’ai effectué des tests de perméabilisation 
de membranes modèles de vésicules larges unilamellaires (LUVs) d’Egg PC renfermant de la 
6-carboxyfluorescéine (6-CF) par les différents peptides. J’ai procédé ensuite à une 
comparaison de l’effet de ces peptides sur les membranes modèles, afin identifier le domaine 
minimum d’interaction avec les membranes ayant la plus grande activité de perméabilisation. 
Enfin, une fois le peptide le plus actif identifié, j’ai étudié son efficacité à perméabiliser les 
membranes modèles en fonction de sa concentration.  
Par la suite, j’ai analysé l’effet de la composition lipidique de la membrane sur 
l’efficacité du domaine minimum le plus actif à perméabiliser les membranes modèles.  
Enfin nous avons étudié, à l’aide de la spectroscopie de résonance plasmonique aux 
ondes guidées (PWR), l’adsorption de ces peptides sur des bicouches modèles, leur effet sur 
les membranes et nous avons déterminé les constantes d’affinité en jeu dans ces interactions 
peptides-lipides en collaboration avec l’équipe d’I Alves (CBMN, Bordeaux).  
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III.2.2. Interaction des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 avec 
les membranes modèles de vésicules larges unilamellaires (LUVs) 
III.2.2.1 Interaction des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 avec les vésicules 
large unilamellaires d’Egg PC 
La capacité des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 à perméabiliser les 
membranes a été déterminée sur des systèmes membranaires modèles de LUVs d’Egg PC, 
d’environ 120 à 140 nm de diamètre, encapsulant un marqueur fluorescent, la 6-CF.  
Pour la préparation des LUVs, 3 mg de lipides d’Egg PC ont été, dans un premier 
temps, solubilisés dans un mélange de méthanol/chloroforme (1/1 : 50/50μL). Les solvants 
organiques ont ensuite été évaporés à sec à l’aide d’un jet d’argon pour former un film 
lipidique à la surface d’un tube en verre à bout arrondi qui a été placé sous vide pendant 4 
heures afin d’éliminer toute trace de méthanol et de chloroforme. Ce dernier a été réhydraté 
avec 200 μL d’une solution de 6-CF à 60 mM (solubilisée dans du PBS à 1 mM et à pH 7.5), 
pour avoir une concentration finale en lipide de 0.02 M. Afin d’assurer une bonne dispersion 
des lipides et la formation de vésicules multilamellaires (MLV), la solution lipidique a été 
soumise à agitation, à une température supérieure à la température de transition de phase (Tm), 
pendant 30 mn. Ensuite à laide d’un appareil à extrusion (Avanti Mini-Extruder), la 
suspension de MLVs (200 µL) a été passée sous pression dix fois à travers des membranes 
filtrantes en polycarbonate (Avanti Polar Lipids. Alabaster, Alabama 35007-9105) dont la 
taille des pores est respectivement de 200 nm puis de 100 nm, afin d’obtenir les LUVs. La 6-
CF non encapsulée a été séparée des vésicules par chromatographie d’exclusion stérique en 
utilisant une colonne en verre de Sephadex G75. A la fin de cette étape, 2 mL d’une solution 
lipidique de LUVs d’Egg PC ont été obtenus.  
La Figure III.2.2.1.1 représente la perméabilisation des LUVs d’Egg PC par les 
différents peptides dérivés de la glycoprotéine VP7, ajoutés aux membranes modèles sous 
forme monomère à la concentration de 1 µM, déterminée par mesure de la turbidité. Après 
400 secondes d’incubation, les résultats montrent que les peptides VP761, VP743, VP736 et 
VP23 induisent respectivement la perméabilisation de 91%, 98.5%, 100% et 100% des LUVs 
d’Egg PC alors que VP713 n’a aucun effet sur les membranes. Ces résultats suggèrent que le 
domaine potentiellement membranaire prédit en hélice α amphipathique est certainement 
responsable de la perméabilisation des membranes (voir Résultats, partie III.1.2 et III.1.4).  
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III.2.2.2 Comparaison de l’effet des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 sur 
les membranes modèles de vésicules larges unilamellaires d’Egg PC 
L’efficacité de chaque peptide dérivé de la maturation par la trypsine de la 
glycoprotéine VP7, a été déterminée par mesure des pentes de la tangente à l’origine dans la 
partie linéaire de chaque courbe de cinétique de perméabilisation des LUVs d’Egg PC (Figure 
III.2.2.2.1). Les valeurs des pentes à l’origine sont indiquées dans le tableau III.2.2.2.1, celles-
ci correspondent à la variation du pourcentage de 6-CF libre en fonction du temps (vitesse de 
libération de la 6-CF), qui varie en fonction de l’efficacité de chaque peptide à perméabiliser 
les membranes. 
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Figure III.2.2.1.1 : Pourcentage de 6-Carboxyfluorescéine libérée des LUVs d’Egg PC, induite par les 
différents peptides dérivés de VP7 à 1 µM après 400 secondes d’incubation à 37°C et à pH 7.5. La 
concentration des lipides est de 20 µM. 
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Les résultats montrent que dans ces conditions expérimentales, en fonction de la nature 
des lipides et de la concentration en peptide utilisée, la perméabilisation des membranes est 
dépendante de la séquence primaire de chaque peptide. La comparaison de l’effet de chaque 
peptide par analyse des courbes de cinétiques de libération de la 6-CF (Figure III.2.2.2.1), 
puis par détermination des valeurs des pentes à l’origine (tableau III.2.2.2.1), indique 
clairement que le peptide VP723 est celui présentant la plus grande efficacité de 
perméabilisation des membranes des LUVs d’Egg PC. Ceci se traduit par une augmentation 
plus importante de la libération de 6-CF dans un délai de temps très bref (Figure III.2.2.2.1). 
Ces résultats ont été consolidés par la mesure des constantes d’affinité des interactions 
peptide-lipides, à l’aide de la spectroscopie PWR.  
Tableau III.2.2.2.1 : Comparaison de l’effet des différents peptides (1 µM) dérivés de la glycoprotéine VP7 
sur la perméabilisation des membranes modèles des LUV d’Egg PC, après 400 secondes d’incubation à 
37°C et à pH 7.5, La pente de la tangente à l’origine a été mesurée dans la partie linéaire des courbes de 
cinétique pour chaque peptide (Figure III.2.2.2.1). La concentration des lipides est de 20 µM. 
Peptides dérivés 
de la glycoprotéine VP7 
Pente de la tangente à l’origine 
(% de 6-CF libre / temps (s)) 
VP761 1.4358 
VP743 3.8066 
VP736 9.8874 
VP23 22.464 
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Figure III.2.2.2.1 : Cinétique de libération de la 6-CF dans la solution induite par les différents peptides 
dérivés de la glycoprotéine VP7 à 1 µM après 400 secondes d’incubation à 37°C. Chaque peptide est ajouté 
dans la suspension des  LUVs d’Egg PC à 20 µM dans un tampon PBS 1X (pH =7.4) au temps t = 0. Le 
100% d’externalisation de la 6-CF a été déterminé par addition de 0.1 % de Triton (X-100) dans le milieu 
réactionnel.  
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III.2.2.3 Effet de la concentration en peptide VP723 sur la perméabilisation des 
vésicules larges unilamellaires d’Egg PC 
Après avoir démontré que le peptide VP723 présentait la plus forte efficacité et la plus 
grande activité sur les membranes modèles des LUVs d’Egg PC, nous avons procédé à l’étude 
de l’efficacité d’interaction peptide-membrane en fonction du rapport peptide/lipide. 
Différentes concentrations de peptides, de 1 µM à 7.82 nM ont été testées, tandis que les 
concentrations en lipides ont été fixées à 40 µM et celle de la 6-CF à 60 mM.  
La solution de LUVs à 40 µM, a été préparée telle que décrite précédemment dans le 
paragraphe III.2.2.1, en utilisant 6 mg de lipides d’Egg PC.  
La Figure III.2.2.3.1, représente les cinétiques de libération de la 6-CF, indiquée par 
l’augmentation de la fluorescence du milieu. Les résultats obtenus dans la gamme des 
concentrations utilisées, montrent que la perméabilisation des LUVs d’Egg PC est dépendante 
de la concentration en peptide présent dans le milieu réactionnel. On peut en déduire que pour 
les concentrations de VP723 ≥ 125 nM, le peptide présente une plus forte affinité pour les 
membranes.  
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Figure III.2.2.3.1: Cinétique de libération de la 6-CF dans le milieu réactionnel induite par l’addition du 
peptide VP723 à différentes concentrations décroissantes. Le peptide dérivé de la glycoprotéine VP7 est 
ajouté à des suspensions de LUV d’Egg PC à 40 µM à 37°C, dans un tampon (PBS 1 X et à pH =7.4) au 
temps t =0. Le 100% de lyse a été déterminé par addition de 0.1 % Triton (X-100) dans le milieu réactionnel.  
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La cinétique du DMSO est utilisé comme témoin, puisque la solution mère du peptide 
VP723 (1 mM) est en solution dans 100% de DMSO. Le résultat obtenu, indique que le 
DMSO n’induit pas la perméabilisation des membranes modèles. 
La pente de la tangente à l’origine dans la partie linéaire de chaque courbe de cinétique 
de perméabilisation des LUVs d’Egg PC, a été déterminée pour différentes concentrations en 
peptide. Les valeurs sont résumées dans le tableau III.2.2.3.1 ci-dessous.  
 
 
III.2.2.4 Effet de la composition lipidique des vésicules larges unilamellaires, sur 
l’efficacité du peptide VP723 à déstabiliser les membranes 
Dans le but de déterminer l’importance et la contribution de la composition lipidique, 
sur l’efficacité du peptide VP723, dérivé de la glycoprotéine VP7, à induire la 
perméabilisation des membranes modèles, plusieurs compositions lipidiques ont été testées. 
Tableau III.2.2.3.1 : Effet de la concentration en peptide VP723, dérivés de la glycoprotéine VP7, sur la 
perméabilisation des membranes modèles des LUVs d’Egg PC, après 800 secondes d’incubation à 37°C et à 
pH 7.5. La mesure de la pente de la tangente à l’origine dans la partie linéaire des courbes de cinétique a été 
effectuée pour les différentes concentrations en peptide (Figure III.2.2.3.1). La concentration des lipides est 
de 40 µM. 
Concentration en peptide VP723 
dérivé de la glycoprotéine VP7 (nM) 
Pente de la tangente à l’origine 
(% de 6-CF libre / seconde) 
1000  4.58 
500  3.17 
250  2.36 
125 1.44 
62.50 0.42 
31.25 - 
15.62 - 
7.82 - 
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Les LUVs utilisées sont composées d’Egg PC ou bien d’extrait cellulaire de foie, à 40 
uM. Elles ont été préparées tel décrit précédemment dans le paragraphe III.2.2.1, en utilisant 6 
mg de lipides pour chaque solution 
La Figure III.2.2.4.1, présente la perméabilisation de deux types de membranes modèles 
différentes, les LUVs d’Egg PC et les LUVs d’extrait cellulaire de foie, induite par VP723. Le 
peptide a été ajouté aux LUVs sous forme monomère à la concentration de 1 µM. Après 10 
secondes d’incubation, le peptide VP723 induit la perméabilisation de 50% des LUVs d’Egg 
PC et moins de 3% de LUVs d’extrait cellulaire total de foie.  
 
 
Les résultats indiquent clairement que l’efficacité du peptide à déstabiliser les 
membranes varie en fonction de la composition lipide, et que cette différence est d’autant plus 
importante que les concentrations sont faibles. Des études similaires effectuées par Valcarcel, 
ont permis de montrer que l’efficacité de perméabilisation des membranes modèles par la 
Sticholysine I et II dépend de la composition lipidique261. D’autres travaux menés par 
wildman et al par RMN du 31P sur un peptide antimicrobien (LL-37) montrent également 
l’effet de la composition lipidique sur l’efficacité du peptide à déstabiliser les membranes262. 
Figure III.2.2.4.1 : Cinétique de la libération de la 6-CF dans le milieu réactionnel induite par addition de 
différentes concentrations décroissantes du peptide VP723. Le peptide dérivé de la glycoprotéine VP7 est 
ajouté dans les suspensions de LUVs à 40 µM, d’Egg PC (A) ou bien d’extrait cellulaire total de foie (B), à 
37°C,  dans un tampon (PBS 1 X et à pH =7.4) au temps t =0. Le 100% de lyse a été déterminé par addition 
de 0.1 % Triton (X-100) dans le milieu réactionnel.  
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Les résultats concernant la mesure de la pente à l’origine des courbes cinétiques, 
correspondant à la vitesse de libération de la 6-CF après perméabilisation des membranes par 
VP723, sont résumées dans le tableau III.2.2.4.1. La comparaison des différentes valeurs pour 
les mêmes concentrations en peptide, révèlent clairement que le peptide VP723 présente une 
plus forte efficacité à déstabiliser les membranes modèles d’Egg PC, et que cette différence 
est d’autant plus importante que la concentration est faible. 
 
 
III.2.2.5 Le cholestérol joue un rôle dans l’efficacité d’interaction du peptide VP723 
avec les membranes modèles 
L'une des principales caractéristiques des membranes cellulaires eucaryotes est la 
présence d'une grande quantité de cholestérol. Afin de déterminer l’effet du cholestérol sur la 
capacité du peptide VP723 à déstabiliser les membranes modèles, des tests de perméabilisation 
des LUVs d’Egg PC et d’Egg PC-Cholestérol, ont été effectués. 
Tableau III.2.2.4.1: Comparaison de l’effet de la composition lipidique sur l’efficacité du peptide VP723, 
dérivé de la glycoprotéine VP7, à induire la perméabilisation des membranes modèles, après 1000 secondes 
d’incubation à 37°C et à pH 7.5. La mesure de la pente à l’origine dans la partie linéaire des courbes de 
cinétique pour chaque concentration en peptide est reportée. La concentration des lipides est de 40 µM. 
 
 Pente de la tangente à l’origine 
(% de 6-CF libre / seconde) 
Concentration en peptides VP723, 
dérivé de la glycoprotéine VP7 (nM) 
LUV 
d’Egg PC 
 
LUV extrait 
total de foie 
 
1000  4.58 0.85 
500  3.17 0.54 
250  2.36 - 
62.50  0.42 - 
31.25  - - 
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Les LUVs à 40 µM ont été préparées, tel décrit dans le paragraphe III.2.2.1, en utilisant 
6 mg d'un mélange lipidique composé de  80% d’Egg PC et 20% de cholestérol, ou bien 
uniquement d’Egg PC. 
Les tests de perméabilisation des LUVs constituées d’un mélange lipidiques d’Egg PC 
(80 moles %) et de cholestérol (20 moles %), mettent en évidence une fois de plus 
l’importance de la composition lipidique des LUVs sur l’efficacité du peptide VP723 à 
déstabiliser les membranes modèles (Figure III.2.2.5.1).  
 
 
Les vitesses de libération de la 6-CF ont été déterminées par la mesure des pentes de la 
tangente à l’origine des courbes de cinétiques. Les résultats résumés dans le tableau 
III.2.2.5.1, indiquent que le cholestérol réduit l’effet du peptide VP723 avec les membranes 
modèles. Des effets similaires sur la perméabilisation des membranes modèles par la 
mélittine260 ont été observés par Feigin et al en 1995. Ce phénomène peut être lié à 
Figure III.2.2.5.1 : Cinétique de libération de la 6-CF induite par le peptide VP723, dérivé de la 
glycoprotéine VP7 à 1 µM après 100 secondes d’incubation à 37°C. Le peptide est ajouté dans la suspension 
de LUVs d’Egg PC (courbe noire) ou d’Egg PC–Cholestérol (courbe Bleue) au temps t = 0. Le 100% 
d’externalisation de la 6-CF a été déterminé par addition de 0.1 % Triton (X-100) dans le milieu réactionnel.  
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l’augmentation de la cohésion et de la rigidité des membranes263, entrainant ainsi une perte de 
la flexibilité membranaire, probablement essentielle pour l’interaction du peptide avec la 
membrane. 
 
Conclusion 
Les résultats de nos tests de perméabilisation des membranes modèles, induite par les 
différents peptides potentiellement issus de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine 
VP7, sont en accord avec les études précédentes effectuées par différents groupes128,152. Ces 
résultats renforcent l’idée qu’un fragment membranaire prédit en hélice α amphipathique 
constitue une caractéristique des peptides perforateurs de membranes259. De plus ces études 
nous ont permit de monter que : 
• Les peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 par la maturation à la trypsine, 
comportant le domaine prédit en hélice α amphipathique, ont la capacité de 
déstabiliser les membranes modèles. 
• Le peptide VP723 présente la plus forte efficacité pour déstabiliser les 
membranes par comparaison avec les autres peptides sélectionnés, VP761, 
VP743, VP736 et VP713. 
• La capacité du peptide VP723 à déstabiliser les membranes est fonction de la 
concentration en peptide et de la composition lipidique des membranes modèles. 
Tableau III.2.2.5.1: Mise en évidence de l’effet du cholestérol sur l’efficacité du peptide VP723, dérivé de la 
glycoprotéine VP7, à induire la perméabilisation des membranes modèles d’Egg PC et Egg PC-Cholesterol, 
après 100 secondes d’incubation à 37°C et à pH 7.5. La mesure de la pente de la tangente à l’origine dans la 
partie linéaire des courbes de cinétiques a été déterminée pour une concentration en peptide de 1 µM et une 
concentration en lipides de 20 µM. 
 Pente de la tangente à l’origine 
(% de 6-CF libre / seconde) 
Concentration en peptides VP723, 
dérivé de la glycoprotéine 
VP7 (µM) 
LUV 
d’Egg PC 
 
LUV  d’Egg PC - Cholestérol 
(80 moles% d’Egg PC +20 
moles% de Cholestérol) 
1 22.464 7.58 
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• Le cholestérol réduit l’effet du peptide VP723 sur les membranes modèles d’Egg 
PC-Cholesterol par augmentation de la cohésion et de la rigidité des membranes 
entraînant une modification de l’interaction entre VP723 et les membranes.  
III.2.3. Etudes par PWR de l’interaction des peptides dérivés de la 
glycoprotéine VP7 avec les bicouches lipidiques supportées  
Dans la partie III.2.2, nous avons démontré que les peptides dérivés de la glycoprotéine 
VP7 sont capables de déstabiliser différentes membranes modèles, cependant le mécanisme 
par lequel ces peptides induisent la perméabilisation des membranes à l’échelle 
macromoléculaire reste inconnu. 
La spectroscopie de résonance plasmonique de surface (PWR) nous a permis de suivre 
l’adsorption et l’effet de chaque peptide dérivé de la glycoprotéine VP7 sur les bicouches 
lipidiques. Cette technique (voir partie Matériels et Méthodes) est basée sur le couplage d’une 
part entre les plasmons (oscilation des charges) d’une mince couche métallique (Ag) excitée 
par une lumière monochromatique, et d’autre part, les ondes guidées par une couche 
diélectrique (silice) qui couvre le métal. Ce couplage génère une onde évanescente qui se 
propage au delà de la couche de silice. L’intensité du champ électrique généré par cette onde 
diminue exponentiellement avec la distance entre la surface de la silice et le milieu 
d’émergence.  
Les ondes évanescentes générées par la lumière p-polarisée et s-polarisée caractérisent 
respectivement les propriétés optiques perpendiculairement et parallèlement au plan de la 
bicouche immobilisée en surface. Les modifications de la densité en masse, dues à l’addition 
ou l’élimination de masse de la membrane (∆m), causent des déplacements de même sens et 
de même amplitude des deux composantes de la lumière (∆s et ∆p), on parle donc de 
changements isotropiques. Tandis que les altérations en structure (∆str), vont causer des 
changements anisotropiques qui se traduisent par les déplacements de l’angle d’incidence 
pour les deux composantes de la lumière (∆s et ∆p) dans deux sens opposés264. Enfin, cette 
technique ne nécessite l’utilisation ni de molécules marquées ni  de molécules fluorescentes. 
Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’interaction des 
peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 avec les bicouches d’Egg PC ou bien d’Egg PC-
Cholestérol, utilisées comme modèle membranaire, afin de déterminer les constantes de 
dissociation apparente pour l’ensemble des peptides. Nous avons également étudié la 
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contribution électrostatique de l’interaction sur l’efficacité des peptides VP761 et VP736 à 
déstabiliser les membranes. 
III.2.3.1 Préparation des bicouches supportées à la surface du cristal de PWR 
La méthode de préparation des bicouches lipidiques d’Egg PC ou d’Egg PC-Cholestérol 
est basée sur les mêmes principes qui régissent la formation spontanée des bicouches 
lipidiques librement suspendues décrits par Mueller265. Cette méthode a été précédemment 
rapportée266-269. Il s’agit d’introduire un petit volume d’une solution lipidique à 8 mg/ml 
solubilisée dans un mélange de butanol/squalène (0.93 :0.7, V/V), à travers un petit orifice 
d’une entretoise en téflon, qui sépare le film diélectrique mince de SiO2 de la phase aqueuse 
(Figure III.2.3.1.1). La surface diélectrique de silice attire les groupements polaires des 
molécules de lipides, conduisant ainsi à la formation d’une monocouche lipidique déposée sur 
une couche d’eau adsorbée, avec les chaînes hydrocarbonées orientées vers les gouttelettes de 
lipides en excès. À la suite de cette première étape, la cellule CPWR est remplie d’un tampon 
Tris (10 mM Tris, 0.1 M NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.6), ce qui conduit à la formation de la 
seconde monocouche lipidique et à l’élimination des lipides en excès.  
 
Prisme 
Film métallique (Ag) 
Film diélectrique de SiO2 
Espaceur en Teflon 
Table tournante 
Milieu aqueux 
Détecteur 
Onde laser continue 
Bicouche lipidique 
hydratée et plateau 
de Gibbs  
Polariseur 
Figure III.2.3.1.1: Vue de côté d’un dispositif expérimental CPWR contenant un prisme en verre revêtu 
d’une couche d’argent et d’un film diélectrique de SiO2. La bicouche lipidique hydratée est déposée sur la 
couche de SiO2, elle est maintenue en place grâce à une entretoise en téflon via le plateau de Gibbs. Le 
prisme, le détecteur et le compartiment aqueux du dispositif sont montés sur une table tournante, permettant 
de faire varier l’angle de 35 à 70°. 
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Les spectres de polarisation ont été enregistrés et les variations de polarisation p et s 
mesurées (Figure III.2.3.1.2), afin de vérifier et confirmer que les bicouches lipidiques sont 
bien formées. Ces valeurs sont du même ordre que celles obtenues par Muller pour les 
bicouches lipidiques suspendues et confirment que les bicouches lipidiques sont bien formées 
sur le cristal de PWR270. 
 
 
III.2.3.2 Etudes par PWR de l’interaction des peptides avec les bicouches lipidiques 
d’Egg PC supportées 
L’interaction des peptides VP761, VP743, VP736 et VP723 avec une bicouche d’Egg PC a 
été étudiée par PWR. Cette technique nous a permis de suivre les modifications de structure et 
de masse au niveau de la membrane modèle, induites par l’addition des différents peptides à 
l’état monomère dans la cellule de PWR contenant la bicouche lipidique d’Egg PC. Une 
gamme de concentrations allant de 100 pM à 200 nM a été utilisée. A chaque concentration, 
l’équilibre spectral a été atteint avant l’ajout d’une nouvelle quantité de peptide et les spectres 
de résonance pour les deux polarisations s et p ont été enregistrés.  
Les séries de dilutions des différentes solutions de peptide ont été préparées à partir 
d’une solution mère à 1 mM, mise en solution dans du tampon Tris (10 mM Tris, 0.1 M NaCl, 
2 mM EDTA, pH 7.6). Les peptides n’étant pas soluble dans le tampon Tris, 5 % de DMSO 
Figure III.2.3.1.2 : Spectres de PWR obtenus pour un cristal couvert d’une bicouche lipidique supportée 
d’Egg PC dans un tampon Tris (10 mM Tris, 0.1 M NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.6). Les spectres sont 
enregistrés avec une lumière à 543.5 nm en polarisation p (A) ou à 632.8 nm en polarisation s (B). La 
température du milieu est contrôlée et fixée à 37 ± 0.2°C. 
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ont été ajoutés. Ce solvant aprotique polaire est souvent utilisé en chimie et en 
pharmaceutique pour sa capacité à solubiliser de nombreux composés organiques, grâce à ses 
propriétés de double solvatation. En effet le DMSO agit comme un accepteur de liaisons 
hydrogènes très efficace271, par conséquent, il déplace les molécules d’eau à la surface du 
peptide, formant ainsi des liaisons hydrogènes impliquant les chaînes latérales des résidus 
polaires ou chargés positivement et son atome d’oxygène. D’autre part, le DMSO réduit 
l’agrégation du peptide en supprimant les interactions hydrophobes par la formation d’une 
poche hydrophobe dans laquelle les groupements méthyles du DMSO sont dirigés vers les 
chaînes latérales hydrophobes des résidus impliqués dans les liaisons hydrophobes272. Il est 
important à noter que le DMSO pouvant perturber la bicouche lipidique, une expérience de 
contrôle a été réalisée en utilisant la même concentration de DMSO finale utilisée pour 
chaque solution de peptide injecté dans la cellule. Les déplacements obtenus lors de l'addition 
de DMSO ont été soustraits de ceux obtenus lors de l'addition de peptide à la bicouche. 
III.2.3.2.1. Interaction du peptide VP761 avec la bicouche d’Egg PC 
La Figure III.2.3.2.1.1 présente les résultats obtenus avant (courbe 1, A et B) et après 
addition de 200 nM de VP761 sur la bicouche supportée d’Egg PC (courbe 2, A et B). Le 
déplacement positif  de l’angle de résonance de +14 mdeg et de +13 mdeg respectivement 
pour les polarisations p et s après addition du peptide VP761, indique une augmentation 
d’indice de réfraction des bicouches d’Egg PC recouvrant le prisme. Cela est la conséquence 
naturelle de l’augmentation en masse des bicouches liée à l’adsorption du peptide VP761 sur 
la bicouche lipidique, entrainant ainsi une réorganisation des lipides. 
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Il est important de garder à l’esprit que le mouvement des lipides dans et hors du 
plateau de Gibbs est possible. Une diminution de la surface occupée par chaque molécule 
lipidique peut par exemple, contribuer à une augmentation de la masse des molécules 
lipidiques. 
III.2.3.2.2. Interaction du peptide VP743 avec la bicouche d’Egg PC 
La Figure III.2.3.2.2.1 présente les résultats obtenus avant (courbe 1, A et B) et après 
addition de 200 nM de VP743 sur la bicouche supportée d’Egg PC (courbe 2, A et B).Le 
déplacement négatif de l’angle de résonance de -15 mdeg et de -18 mdeg respectivement pour 
les polarisations p et s après addition de 200 nM de VP743 (courbe 2, A et B) sur la bicouche 
supportée d’Egg PC (courbe 1, A et B), indique une diminution d’indice de réfraction des 
bicouches d’Egg PC recouvrant le prisme. Cela est dû à la diminution de masse des 
bicouches, associée à l’insertion du peptide VP743 dans la bicouche lipidique, induisant un 
efflux de lipides vers le plateau de Gibbs. Cela peut être expliqué soit par l’élimination des 
molécules lipidiques de la surface occupée suite à l’agrégation des peptides, soit à 
l'augmentation de la fluidité membranaire. Une diminution de masse peut également, être 
reliée à la formation de pores ou à des déformations membranaires, souvent causées par 
l’insertion du peptide dans le cœur de la membrane. 
 
 
Figure III.2.3.2.1.1: Interaction du peptide VP761 avec les membranes d’Egg PC suivie par PWR. Les spectres 
PWR A et B correspondant respectivement aux polarisations p et s sont obtenus pour la bicouche d’Egg PC (1) 
seule, et après addition du peptide VP761 (2).   
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III.2.3.2.3. Interaction du peptide VP736 avec la bicouche d’Egg PC 
La Figure III.2.3.2.3.1 présente les résultats obtenus avant (courbe 1, A et B) et après 
addition de 200 nM du peptide VP736 sur la bicouche supportée d’Egg PC (courbe 2, A et B). 
Le déplacement négatif d’angle de résonance de -9 mdeg et de -11 mdeg respectivement pour 
les polarisations p et s après addition du peptide VP736, indique une diminution d’indice de 
réfraction des bicouches d’Egg PC recouvrant le prisme. Cela est la conséquence naturelle de 
la diminution en masse des bicouches, liée à l’insertion du peptide VP736 dans la bicouche 
lipidique, entrainant un efflux de lipides vers le plateau de Gibbs à la suite soit d’une 
augmentation de la fluidité membranaire, soit de l’élimination de molécules lipidiques de la 
surface occupée suite à l’agrégation des peptide. Une diminution de masse peut également, 
résulter de la formation de pores ou de déformations membranaires, souvent causée par 
l’insertion du peptide dans le cœur de la membrane273.  
!"
!"#$
!"#%$
!"&$
!"&%$
!"'$
!"'%$
($
)%")%$ )%"#%$ )%"&%$ )%"'%$ ))"!%$ ))"(%$
!""#$%#
!""#$%#&#'$(#)*+,#
#
$
%
&
'
&
()
*
+
(&
"
,+(-.&+)"*+/0&12".&/"
3"
%
&
'
&
()
*
+
(&
"
,+(-.&+)"*+/0&12".&/"
!"#$
!"%$
!"&$
!"'$
(#$ (#")$ (#"#$
!"#$%&'(
)**(+,(-(.+/(0123(
#
$
Figure III.2.3.2.2.1: Interaction peptide-membrane suivie par PWR. Les spectres PWR A et B 
correspondant respectivement aux polarisations p et s sont obtenus pour la bicouche d’Egg PC (1) seule, et 
après addition du peptide VP743 (2). 
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III.2.3.2.4. Interaction du peptide VP723 avec la bicouche d’Egg PC 
 
l’insertion du peptide VP723 dans la bicouche lipidique, entraine un efflux plus 
important de lipides vers le plateau de Gibbs à la suite, soit d’une augmentation de la fluidité 
membranaire, soit de l’élimination des molécules lipidiques de la surface occupée suite à 
l’agrégation des peptides. Ces conclusions résultent du déplacement négatif d’angle de 
résonance de -26 mdeg et de -15 mdeg respectivement pour les polarisations p et s, observé 
après addition de 200 nM de VP723 sur la bicouche supportée d’Egg PC (Figure III.2.3.2.4.1, 
courbe 2, A et B) 
De plus, il est important à noter qu'une diminution de masse peut également, résulter de 
la formation de pores ou de déformations membranaires, souvent causée par l’insertion du 
peptide au cœur de la membrane. 
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Figure III.2.3.2.3.1 : Interaction du peptide VP736 avec les membranes d’Egg PC suivie par PWR. Les spectres PWR A 
et B correspondant respectivement aux polarisations p et s sont obtenus pour la bicouche d’Egg PC (1) seule, et après 
addition du peptide VP736 (2) 
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Les modifications spectrales induites par les différents peptides sont irréversibles après 
lavage des cellules de PWR en téflon et comparables à d’autres études effectuées sur des 
peptides membranaires274,275. En outre ces changements sont très similaires pour les deux 
polarisation s et p, ce qui indique une accumulation plutôt latérale des peptides (Figure 
III.2.3.2.1. A). Une accumulation verticale aurait conduit à une grande variation du spectre de 
polarisation p par rapport à celui de la polarisation s (Figure III.2.3.2.1. B). 
 
Une analyse graphique, consistant à représenter dans un repère orthogonal (Δs-Δp) les 
deux axes, de masse (Δm) et d’anisotropie (Δstr) (Figure III.2.3.2.2) en se basant sur le 
facteur de sensibilité de l’appareil (δf)232, nous a permis de déterminer les changements de 
masse ou de structure lors de l’interaction des peptides avec les bicouches lipidiques. 
 
Figure III.2.3.2.1: Adsorption des peptide sur une bicouche lipidique. A) accumulation latérale, B) 
accumulation verticale 
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Figure III.2.3.2.4.1: Interaction du peptide-membrane suivie par PWR. Les spectres PWR A et B 
correspondant respectivement aux polarisations p et s obtenus pour la bicouche d’Egg PC (1) seule, et après 
addition du peptide VP723 (2) 
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Les variations des spectres observées après addition des différentes concentrations en 
peptide, sont résumées dans le tableau III.2.3.2.2. Ces résultats montrent que les décalages 
spectraux sont liés majoritairement à des changements de masse et seulement 20%, ou moins 
sont liés à des modifications de structure. 
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Figure III.2.3.2.2: Analyse graphique de changements en masse et en structure des couches à 
l’interface du prisme (Salamon et Tollin. 2004) 
Tableau III.2.3.2.2: Tableau récapitulatif des changements en masse et en structure induits par l’adition 
des concentrations croissantes en peptides. 
 VP761 VP743 VP736 VP723 
Changement 
en masse et 
en structure 
(%) 
Masse 
(!m) 
Structure 
(!s) 
Masse 
(!m) 
Structure 
(!s) 
Masse 
(!m) 
Structure 
(!s) 
Masse 
(!m) 
Structure 
(!s) 
Bicouche 
d’Egg PC à 
8 mg/mL 
 
90 
 
10 
 
83 
 
17 
 
83 
 
17 
 
80 
 
20 
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III.2.3.3 Détermination des constantes d’affinité des peptides dérivés de la 
glycoprotéine VP7 pour les bicouches d’Egg PC par PWR 
Les constantes d’affinité des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 pour les 
bicouches d’Egg PC ont été obtenues par analyse des courbes de saturation hyperbolique, qui 
représentent la variation de l’angle de résonance de la polarisation p ou s en fonction de la 
concentration en peptide injectée (Figure III.2.3.3.1). Des concentrations croissantes de 
peptide de 100 pM à 200 nM ont été ajoutées dans la cellule de PWR, contenant la bicouche 
lipidique.  
 
 
 
Figure III.2.3.3.1: Courbe hyperbolique d’interaction des peptides VP761, VP743, VP736 et VP723 avec la 
bicouche d’Egg PC. Le déplacement positif ou négatif d’angle de résonance obtenu en polarisation p et s, 
est lié à l’addition des concentrations croissantes en peptide VP761 (A), VP743 (B), VP736 (C) et VP723 (D) 
respectivement.  
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Lors de l’interaction du peptide avec la membrane d’autres phénomènes contraignants 
se produisent simultanément, tels que la réorganisation membranaire et la solvatation, en 
conséquence, les constantes de dissociation obtenues Kd sont des constantes apparentes. 
Les valeurs des constantes de dissociation associées à chaque peptide en interaction 
avec la bicouche d’Egg PC sont  reportées dans le tableau III.2.3.3.1. 
 
 
La comparaison entre les valeurs des constantes de dissociations déterminées pour 
chaque peptide, indique clairement que le peptide VP723 présente la plus forte affinité pour les 
bicouches d’Egg PC. Ces données confortent les résultats obtenus dans le paragraphe III.2.2.2 
dans lequel nous avions montré que le domaine minimum d’interaction, présentant la plus 
forte affinité pour les membranes correspondait au peptide VP723 et contenant le domaine 
prédit en hélice membranaire. 
III.2.3.4 L’effet du cholestérol sur l’efficacité d’interaction des peptides avec les 
bicouches supportées à la surface du cristal de PWR  
L’effet du cholestérol sur l’interaction des peptides dérivés de VP7 (VP761, VP743, 
VP736 et VP723) avec une bicouche lipidique a été étudié par PWR. Les bicouches lipidiques 
d’Egg PC-Cholestérol (Egg PC 80 mol%, Cholestérol 20 mol%) ont été préparées telles que 
cela a été décrit dans la partie III.2.3.1. Nous avons suivi les modifications de structures et de 
masses au niveau de la membrane modèle, induites par l’addition des différentes 
concentrations de peptides VP761, VP743, VP736 ou VP723, s’étalant de 100 pM à 200 nM, à 
l’état monomère dans la cellule de PWR contenant la bicouche lipidique d’Egg PC-
Cholestérol. Les spectres de résonance pour les deux polarisations s et p ont été enregistrés. 
Tableau III.2.3.3.1: Constante de dissociation apparente des différents peptides. Ces constantes 
proviennent de la combinaison entre l’affinité des peptides et leur capacité à perturber les 
membranes (bicouche d’Egg PC). 
 Peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 
après maturation par la trypsine 
VP761 VP743 VP736 VP723 
Constantes de dissociation 
apparentes Kd (nM) 
 
95 
 
52 
 
8 
 
1.2 
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Les constantes d’affinités des peptides pour les bicouches d’Egg PC-Cholestérol ont été 
obtenues par l’analyse de la courbe respective de variation d’angle de résonance des 
polarisations p ou s en fonction de la concentration en peptide injectée. Ces constantes 
obtenues sont des constantes de dissociation apparente, Kd, dont les valeurs sont  portées dans 
le tableau III.2.3.4.1.  
 
 
Comme indiqué dans le tableau III.2.3.4.1, la présence de cholestérol induit une 
diminution de l’affinité des peptides pour les membranes et cet effet est le plus important pour 
VP723. Cette variation peut résulter de la diminution de fluidité membranaire essentielle pour 
l’interaction du peptide avec les membranes lipidiques. 
Des résultats similaires ont été observés par différents groupes, concernant l’effet du 
cholestérol sur la perméabilisation de membranes modèles (eucaryotes et procaryotes) induite 
par des peptides antimicrobiens260,276-281. Il a été décrit dans la littérature, que le cholestérol 
entraîne une augmentation de la cohésion et de la rigidité des membranes263,282, il en résulte 
ainsi une perte de la flexibilité membranaire, probablement essentielle pour l’interaction du 
peptide avec la membrane. Ramamoorthy et al, ont fourni des informations à haute résolution 
par RMN sur l’importance de la flexibilité des membranes et le rôle du cholestérol dans 
l’inhibition de l’activité du paradaxine, un peptide antimicrobien isolé de la sole283. Ils ont 
montré que la présence du cholestérol réduit l’angle d’inclinaison de l’hélice C-terminale 
amphipathique du paradaxine par rapport à la bicouche normale, ce qui conduit à une perte de 
l’efficacité du peptide à déstabiliser les membranes, tel que cela est indiqué dans la Figure 
III.2.3.4.1.  
Tableau III.2.3.4.1: Constante de dissociation apparente des différents peptides : Ces constantes 
proviennent de la combinaison entre l’affinité des peptides pour les bicouches d’Egg PC-Cholestérol et leur 
capacité à les perturber.  
 Peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 
par maturation à la trypsine 
VP761 VP743 VP736 VP723 
Constantes de dissociation 
apparentes Kd (nM) 
330 127 65 23 
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III.2.3.5 Contribution électrostatique sur l’efficacité des peptides VP761 et VP736 à 
déstabiliser les membranes modèles. 
Le didécyldiméthylammonium bromide (DDAB) a été utilisé dans le cadre de cette 
étude dans le but d’introduire des charges positives dans la membrane. Nous voulions vérifier 
l’importance et l’implication des résidus chargés positivement constituant la face hydrophile 
des hélices amphipathiques des peptides VP761 et VP736, pendant les premières étapes de 
l’interaction avec les membranes. Les bicouches lipidiques d’Egg PC-DDAB (Egg PC 80 
mol%, Didocyldiméthyl amonium bromide, DDAB 20 mol%) ont été préparées telles que 
cela a été décrit précédemment. Nous avons suivi au niveau de la membrane modèle, les 
modifications induites par l’addition des différentes concentrations de solutions peptidiques 
de VP761 ou de VP736,  variant de 100 pM à 200 nM, à l’état monomère dans la cellule de 
PWR contenant la bicouche lipidique. Les spectres de résonance pour les deux polarisations s 
et p ont été enregistrés. 
Figure III.2.3.4.1 : Modèle décrivant le dynamique membranaire et l’orientation de l’hélice 
amphipathique de paradaxine en absence (A) et présence (B) de Cholestérol par Ramamoorthy et al., 
2010. 
A! B!
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Le DDAB a été utilisé dans des travaux précédents menés par Méchin et al, afin de 
mettre en évidence le rôle bactéricide de la composition lipidique et l’adaptation des 
Pseudomonas aeruginosa au DDAB284. 
 
 
Les constantes d’affinités des peptides VP761 et VP736 pour les bicouches d’Egg PC- 
DDAB ont été obtenues par l’analyse des courbes de saturation hyperbolique, qui représente 
la variation d’angle de résonance de la polarisation p ou s en fonction de la concentration en 
peptide injectée. 
Il est intéressant de noter que lors de l’interaction du peptide avec la membrane d’autres 
phénomènes contraignants se produisent simultanément, tels que la réorganisation 
membranaire et la solvatation, les constantes obtenues sont donc des constantes apparentes 
Kd, dont les valeurs sont  portées dans le tableau III.2.3.5.1. 
La hausse considérable de la valeur de Kd apparente en présence de lipides chargés 
positivement, peut résulter de la répulsion électrostatique entre les lipides et le peptide, 
compte tenu du grand nombre d'acides aminés chargés positivement présents dans chaque 
peptide ayant un point isoélectrique d'environ 10 (Figure III.1.4.1, paragraphe III.1.4, partie 
III.1, chapitre III: Résultats). Il existe de ce fait une très forte corrélation entre l’activité des 
peptides et leur charge nette comme cela a été observé dans le cas de peptides 
antimicrobiens285 tels que la Magainine 2. 
 
Figure III.2.3.5.1: Formule chimique du didécyldiméthylammonium bromide (DDAB) (référence Sigma 
Aldrich: 40225). 
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Il est donc probable que tel que cela a été reporté dans de nombreux travaux, la 
première étape du mécanisme d’action de ces peptides déstabilisateurs de membranes soit une 
interaction électrostatique  entre le peptide et la membrane188,199,286,287, comme cela est illustré 
dans la Figure III.2.3.5.2.  
 
 
III.2.4. Discussion et conclusions 
Nous pouvons, au vu de ces résultats, faire des observations très similaires à celles 
effectuées pour les expériences précédentes. En effet, l’efficacité des peptides dérivés de la 
glycoprotéine VP7 après maturation par la trypsine (VP761, VP743, VP736, VP723) à 
déstabiliser les membranes est fonction de la composition lipidique de la membrane. La 
diminution de la constante de dissociation de l’interaction peptide-membrane induite par la 
Tableau III.2.3.5.1: Constante de dissociation apparente des peptides VP761 et VP736 : Ces constantes 
proviennent de la combinaison entre l’affinité des peptides pour les membranes (bicouche d’Egg PC-
DDAB) et leur capacité à les perturber. 
 Peptides dérivés de la maturation 
de la glycoprotéine VP7 par la trypsine 
VP761 VP736 
Constante de dissociation 
apparente Kd (nM) 
157 250 
 
Figure III.2.3.5.2: Schéma représentatif de l’étape initiale du mécanisme d’action au niveau membranaire 
des peptides. Le peptide est représenté ici schématiquement par un cylindre possédant une face hydrophobe 
(rouge) et une face hydrophile (bleu).  
Bicouche lipidique!
 Peptide!
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présence du cholestérol, est liée à la perte de la flexibilité membranaire, probablement 
essentielle pour l’interaction du peptide avec la membrane. En effet les molécules de 
cholestérol apolaires reposent sur une couverture polaire assurée par les têtes polaires des 
phospholipides, afin de réduire l’énergie défavorable provenant des répulsions entre 
molécules d’eau et de cholestérol. Ce comportement physique des molécules de cholestérol 
vis à vis de l’eau, appelé « modèle parapluie »288, est illustré dans la Figure I.3.1. Les 
propriétés physico-chimiques du cholestérol expliquent l’effet de condensation de ce dernier 
et l’augmentation du paramètre d’ordre au niveau des chaînes alkyles, entrainant une 
augmentation de l’épaisseur et de la rigidité des membranes. 
 
 
Lors de l’interaction du peptide avec la membrane chargée positivement, nous avons 
observé une baisse considérable de la constante de dissociation apparente Kd. Compte tenu de 
la quantité d'acides aminés chargés positivement présents dans chaque peptide, nous avons 
expliqué ces résultats par des répulsions électrostatiques entre les lipides et le peptide. Enfin, 
nous avons proposé ainsi une première étape du mécanisme d’action des peptides sur les 
membranes, qui nécessite  une interaction électrostatique entre la face hydrophile du peptide 
et les têtes polaires des lipides. Cette étape rend compte des changements très similaires 
observés dans la partie I.3.2, concernant le déplacement des deux polarisation s et p dans les 
spectres de PWR après addition de peptide. Cela va plutôt dans le sens d’une accumulation 
latérale des peptides sur la membrane, pendant la première étape d'interaction. 
L’analyse graphique des résultats de PWR effectuée en se basant sur la variation des 
spectres observés après addition des différentes concentrations en peptide, montre que les 
A
B
Figure I.3.1 : Modèle parapluie : proposé par Huang et al, 1999, illustrant la solubilité du cholestérol 
dans la bicouche lipidique. A, dans une bicouche lipidique les têtes polaires agisssent comme des 
parapluies, protégeant de l’eau la partie apolaire des molécules de cholestérol. B, lorsque la concentration 
en cholestérol augmente, les chaînes alkyles deviennent moins flexibles et les têtes polaires sont étirées pour 
fournir une couverture au nombre croissant de cholestérol. 
 152 
perturbations au niveau des membranes sont liées majoritairement à des changements de 
masse et seulement moins de 20% sont liés à des modifications de structure. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 153 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Partie III  
Caractérisation structurale du domaine minimum d’interaction 
avec les membranes, dérivé de la glycoprotéine VP7 après 
maturation par la trypsine et étude des peptides mutants 
I.  
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III.3 Caractérisation structurale du domaine minimum d’interaction avec les 
membranes, dérivé de la glycoprotéine VP7 après maturation par la trypsine 
III.3.1. Objectif 
Nous avons pu mettre en évidence les nombreuses propriétés des peptides dérivés du 
domaine C-terminal de la glycoprotéine VP7, après  maturation par la trypsine. Comme nous 
l’avons montré précédemment, ces peptides comportant un domaine prédit en hélice α 
amphipathique induisent la perméabilisation des membranes. De plus, les tests de 
perméabilisation effectués sur les LUVs d’ Egg PC, ainsi que les expériences de PWR, nous 
ont permis de montrer que VP723 est le domaine minimum d’interaction avec les membranes 
et est le plus actif pour la déstabilisation membranaire. Il apparaît donc maintenant essentiel 
de comprendre plus finement la nature des interactions entre les membranes et ces peptides, 
afin de proposer un mécanisme permettant de mieux comprendre les effets observés sur les 
membranes biologiques. Dans ce but, il est important de déterminer la structure 3D qu’adopte 
le domaine minimum d’interaction avec les membranes dans des environnements 
biologiquement et physiologiquement proches des membranes.  
La structure de la glycoprotéine VP7 native a déjà fait l’objet d’études approfondies et 
les données obtenues sont décrites en détail dans l’introduction. De ce fait nous avons mis en 
place un certain nombre d’études structurales, afin d’élucider les relations entre la structure et 
la fonction de VP723, domaine minimum d’interaction avec les membranes. 
Pour mener à bien ce projet, trois expériences ont été mises en place. La première nous 
a permis de mettre en évidence les éléments de structure secondaire qu’adopte le peptide en 
présence de petites vésicules unilamellaires (SUV) d’Egg PC et d’extraits cellulaires de foie. 
Cette expérience a été menée par dichroïsme circulaire, afin d’expliquer les différences 
d’affinité du peptide pour les membranes modèles observées lors des tests de 
perméabilisation. La seconde expérience mise en place avait pour but de déterminer les 
conditions d'études optimales, permettant l'obtention de la structure 3D active du peptide 
VP723 à partir de contraintes RMN. Enfin, nous avons déterminé l’effet de 2 mutations dans 
ce peptide sur sa structure et sur son activité de perméabilisation lors de son interaction avec 
les membranes.  
Bien que nous ayons démontré que le peptide VP723 constituait le domaine minimum 
d’interaction avec les membranes, les structures de l’ensemble des peptides dérivés de la 
glycoprotéine VP7 par clivage trypsique ont été déterminées (Chapitre V: Annexe, paragraphe 
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V.2.2) afin de corréler leur activité à leur structure. Cependant dans ce chapitre nous nous 
sommes focalisés uniquement sur le peptide VP723 ainsi que sur ses mutants. 
III.3.2. Détermination des éléments de structures secondaires présents 
dans le domaine minimum d’interaction, VP723, avec les membranes 
modèles par dichroïsme circulaire 
Le dichroïsme circulaire (CD) est une technique spectroscopique rapide et simple qui 
permet d’analyser les structures secondaires présentes dans les protéines et peptides en 
solution. Il est ainsi possible d’évaluer la conformation du peptide VP723 dans différentes 
conditions de pH, de sels, de concentration et sa structuration dans différents environnements 
mimant la membrane. 
Dans un premier temps, nous avons enregistré des spectres de dichroïsme circulaire 
dans les SUVs d’Egg PC et d’extrait cellulaire total de foie, afin d’identifier les structures 
secondaires que peut adopter le peptide VP723 dans différentes conditions. Cette étude nous a 
semblé être importante, compte tenu des différences de vitesse de libération de la 6-CF 
observée en fonction de la composition lipidique des SUVs. Nous avons étudié par CD la 
structuration du peptide dans des SUVs ainsi qu’en présence de micelles de DPC. 
III.3.2.1 Etude de la structuration par dichroïsme circulaire dans les SUVs 
Dans le cadre de nos études, les spectres ont été enregistrés à l’aide d’un 
spectropolarimètre Jobin-Yvon model C8 et une cuve de 0.1 mm d’épaisseur a été utilisée.. 
Les mesures ont été effectuées à température ambiante dans des SUVs d’Egg PC et des SUVs 
d’extrait cellulaire total de foie. Les vésicules ont été préparées selon le protocole décrit dans 
le paragraphe II.1.7.5 (Chapitre II: Matériels et Méthodes). Pour chaque condition, 600 µL 
d’une solution de 1 mg/mL de SUV ont été préparés, 300 µL de chacune de ces solutions ont 
été utilisés pour dissoudre 0.1 mg du peptide VP723, et le reste de la solution a été utilisé pour 
enregistrer le spectre de référence (blanc). 
Les spectres de dichroïsme circulaire correspondant au domaine minimum d’interaction 
avec les membranes, VP723,  sont représentés sur la Figure III.3.2.1.1. Respectivement dans 
des SUVs d’Egg PC (A) et des SUVs d’extrait cellulaire de foie (B). Les résultats ont été 
exprimés en unité d’ellipticité molaire [Θ] (deg cm2 dmol-1) à partir de l’équation 1, pour une 
masse moyenne d’acides aminés égale à 128.11 Da. 
 
!!! !
!! ! !"" !!"#!
!! ! !!
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θ, est l’ellipticité mesurée en degrés. 
MRW, est masse moyenne des résidus. 
C, la concentration en peptide utilisée pour cette étude, exprimée en mg/mL. 
l, est la longueur du trajet optique en cm.  
 
 
L’analyse des spectres met en évidence une structuration du peptide VP723 en hélice α 
faiblement ordonnée (Figure III.3.2.1.1. B) en présence des SUVs d’extrait cellulaire total de 
foie. En effet deux minima (206 nm et 223 nm) typiques des structures secondaires en hélice 
α sont observés. L’utilisation d’un mélange lipidique constitué uniquement de L-α-
phosphatidylcholine (Egg PC) entraîne un changement conformationnel, qui se traduit par une 
organisation complète du peptide en hélice α (Figure III.3.2.1.1. A). 
 Ces expériences indiquent que le peptide VP723, adopte des structures différentes selon 
la nature des lipides utilisés. Des résultats similaires ont été observés par Abrunhosa289 dont 
Figure III.3.2.1.1: Spectres de dichroïsme circulaire mettant en évidence les structures secondaires 
qu’adopte le peptide VP723, domaine minimum d’interaction avec les membranes. A. en présence des SUVs 
d’Egg PC. B. en présence des SUVs d’extrait cellulaire total de foie. Le rapport peptide/lipide est égal à 1/20 
dans les deux conditions de l’étude. 
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les travaux mettant en évidence l’effet de la composition lipidique sur les structures 
secondaires qu’adoptent les cecropin A et sur leur capacité à interagir avec les membranes. 
D'autres spectres de dichroïsme circulaire du peptide à 30 µM ont été enregistrés en 
présence de SUVs d'Egg PC ou d'extrait cellulaire du foie, avec un rapport peptide/lipide de 
1/100, en préparant les échantillons selon un protocole différent afin de minimiser l'agrégation 
du peptide. Le peptide à été mis en solution dans un mélange méthanol/chloroforme (1/1 : 
50/50μL) et un volume adéquat de cette solution contenant VP723 a été ajouté dans une 
solution de lipide eux-mêmes solubilisés dans un mélange méthanol/chloroforme (1/1 : 
100/100μL). Les solvants organiques ont ensuite été évaporés à sec à l’aide d’un jet d’argon 
pour former un film lipidique, renfermant le peptide, à la surface d’un tube en verre à bout 
arrondi, placé sous vide pendant 1 heure, afin d’éliminer toute trace de méthanol et de 
chloroforme. Ce dernier a été réhydraté avec de l'eau et le pH a été mesuré. Les résultats 
obtenus sont en accord avec les résultats précédents illustrés dans la Figure III.3.2.1.1 et 
laissent penser que le peptide était déjà solubilisé dans les conditions précédentes. 
La deuxième information fournie par ces spectres concerne le pourcentage d’ellipticité. 
Les pourcentages d’hélice α ont été déterminés en mesurant le rapport des intensités à 223 nm 
et à 208 nm et les résultats sont résumés dans le tableau III.3.2.1.1. Nous avons également 
utilisé l’équation de Chen et al290, donnée si dessous mais les résultats obtenus n’étaient pas 
cohérents.  
 
 
 
 
Tableau III.3.2.1.1: Pourcentage d’hélice α obtenu en présence des SUVs d’Egg PC. et en présence de 
SUVs d’extrait cellulaire total de foie. 
Conditions expérimentales Pourcentage d’hélice ! ["]208 ["]220 
En présence de SUVs d’Egg PC 98 % 1.653 1.679 
En présence de SUVs d’extrait cellulaire 
total de foie 
77 % 1.643 1.262 
 
! ! !
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L’augmentation de l’ellipticité et le décalage spectrale des deux minima (de 4 nm ou  
2 nm) observés, sont liés à la stabilité de la structure en présence des SUVs d’Egg PC. Ces 
résultats mettent en évidence que le peptide VP723 adopte une structure en hélice α dans une 
solution de SUVs constituée de 100% d’Egg PC. La substitution des phosphatidylcholines par 
d’autres lipides entraine une diminution de la stabilité de la structure déjà existante.  
En conclusion, il semble que même si le peptide adopte une structure en hélice alpha 
dans un milieu mimant l’hydrophobicité des membranes, cette structuration semble 
directement dépendante du milieu en général et de la composition en lipides des membranes 
en particulier. Compte tenu des tests de perméabilisation et des résultats de dichroïsme 
circulaire nous pensons que la structure active du peptide VP723 montrant une grande capacité 
à perméabiliser les membranes correspond à une hélice α. 
III.3.3. Etude structurale par résonance magnétique nucléaire (RMN) 
III.3.3.1 Détermination des conditions de mise en solution du peptide VP723, pour 
l’étude RMN 
La mise en solution du fragment C-terminal de la glycoprotéine VP7 a posé beaucoup 
de problèmes car ce peptide présentait une faible solubilité dans l’eau pure aux conditions 
d’étude pour la RMN (1 mM). Après plusieurs tentatives de mise en solution nous nous 
sommes basés sur les résultats préliminaires de prédiction de structure secondaire par 
dichroïsme circulaire, mettant en évidence une structuration en hélice α. Il nous a semblé 
important de déterminer les conditions de mise en solution du peptide permettant de favoriser 
sa structuration en hélice α, afin d’étudier le mécanisme par lequel ce peptide induit la 
perméabilisation membranaire. 
Dans un premier temps, nous avons effectué une recherche bibliographique, afin 
d’étudier les différents environnements, biologiquement et physiologiquement proches des 
membranes. permettant l’étude de la structure du peptide VP723. Cette première étape nous a 
conduit à choisir deux milieux différents utilisés en routine pour mimer les membranes. Le 
premier correspond à un mélange de CD3OH/CDCl3 (1/1)291,292 et le second milieu 
couramment utilisé pour solubiliser les protéines membranaires, est constitué par des micelles 
de DPC (dodécylphosphocholine)250,293-295. Malgré le fait que les systèmes micellaires 
constituent un modèle plutôt éloigné de la bicouche des biomembranes, nous avons utilisé le 
DPC en nous basant sur deux critères. Le premier est dû à la présence de la tête zwitterionique 
 160 
des DPC propre à mimer la surface membranaire et le second est lié à la taille des chaînes 
aliphatiques qui favorisent l’obtention de micelles dont la taille est suffisamment grande pour 
permettre une bonne structuration et stabilisation du peptide. De plus, contrairement aux 
SUVs et aux bicelles, la taille des micelles est suffisamment petite pour restreindre la taille 
des complexes peptide-micelle, et réduire ainsi la diffusion de spin lors de l’étude RMN296. 
Une étude préliminaire permettant d’évaluer les structures secondaires du peptide dans 
les micelles de DPC a été entreprise par dichroïsme circulaire. Dans ce but,  les micelles ont 
été préparées par solubilisation de 19.5 mg de DPC-d38 dans 500 μL H2O/D2O (90% : 10%), 
permettant ainsi l’obtention d’une solution à 100 mM, dont la concentration finale est 
supérieure à la concentration micellaire critique (CMC = 1.1 mM) du DPC. Cette solution à 
été utilisée pour dissoudre 1.47 mg du peptide VP723. Après homogénéisation de l’échantillon 
le pH à été ajusté afin d’obtenir une solution à pH 3.0. Seulement 9 µL de cette solution ont 
été utilisés et le volume à été complété jusqu’à 300 µL par addition d’eau, afin d’obtenir une 
solution finale de micelles à 3 mM en présence de 30 µM de peptide. Cette solution a été 
utilisée pour enregistrer les expériences de dichroïsme circulaire et le reste de la solution a été 
utilisé pour la préparation de l’échantillon pour l’étude structurale par RMN.  
Il apparaît que le peptide VP723 adopte une conformation en hélice α dans nos 
conditions d’étude (DPC), pour un rapport peptide/lipide égal à 1/100, qui est une condition 
expérimentale identique aux conditions d’étude par RMN. D’après les résultats obtenus 
(Figure III.3.3.1.1), cette structure en hélice α est caractérisée par la présence des deux 
minima (210 nm et 223 nm) et deux maxima (196 nm et 216 nm).  
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III.3.3.2 Détermination de la structure 3D du peptide VP723 par RMN dans un 
mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) 
 
III.3.3.2.1. Détermination des contraintes RMN 
La structure de VP723, le domaine minimum d’interaction avec les membranes a été 
déterminée par RMN en combinaison avec des calculs de dynamique moléculaire dans un 
mélange CD3OH/CDCl3 (1/1). L’acquisition des spectres RMN 2D 1H-1H NOESY, TOCSY 
et DQF-COSY a été réalisée pour une concentration en peptide égale à 1 mM à 293K et à 
différents temps de mélange (NOESY : 200 ms, 150 ms et 100 ms). L’attribution complète 
des protons a été effectuée en deux étapes en combinant les informations obtenues par analyse 
des spectres TOCSY et NOESY. La première étape a consisté à identifier l’ensemble des 
systèmes de spins (voir table des déplacements chimiques, Chapitre V: Annexe paragraphe 
V.1) grâce aux corrélations à travers les liaisons entre tous les protons d’un même résidu, 
obtenus par analyse des spectres TOCSY et DQF-COSY. Une fois que la 1ère étape a été 
achevée, chaque système de spins a été identifié dans la séquence grâce aux corrélations 
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Figure III.3.3.1.1: Spectre de dichroïsme circulaire du peptide VP723 à 30 µM solubilisé dans une solution 
d’eau contenant des micelles de DPC à 3 mM. Le spectre a été réalisé à pH 3.0 et à température ambiante. 
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dipolaires, obtenues par analyse des spectres NOESY, entre deux protons appartenant à des 
résidus consécutifs dans la séquence (Figure III.3.3.2.1.1 et Figure III.3.3.2.1.2).  
 
 
Figure III.3.3.2.1.2 : Région NH/Hα du spectre NOESY réalisé à T = 293K pour un temps de mélange Tm = 
200 ms sur le domaine C-terminal VP723 (1 mM), dérivé de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine 
VP7. Cette région met en évidence les corrélations séquentielles de types NH/Hα (i, i-1). 
Figure III.3.3.2.1.1 : Région NH/NH du spectre NOESY réalisé à T = 293K pour un temps de mélange Tm = 
200 ms, sur le domaine C-terminal VP723 (1 mM) dérivé de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine 
VP7. Cette région met également en évidence des corrélations de moyenne portée de type NH/NH (i, i+2). 
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La déviation des déplacements chimiques (CSD) a été déterminée pour les protons Hα, 
et les valeurs sont représentées dans la Figure III.3.3.2.1.3. Ces valeurs (CSD) correspondent 
à la différence de déplacement chimique pour les protons α observés expérimentalement sur 
notre spectre et ceux de peptides de conformation aléatoire (random coil)297. Cette étude 
donne des indications sur la structure secondaire locale du squelette peptidique pour chaque 
résidu, les valeurs négatives du CSD (inférieures à -0.1 ppm) révèlent une grande 
prédisposition du peptide VP723 à adopter une structure hélicoïdale à l’exception des trois 
derniers résidus. 
 
 
Les expériences NOESY nous ont permis non seulement d’identifier les corrélations 
dipolaires séquentielles, mais également d’attribuer un grand nombre de NOEs de moyenne 
portée de type αN(i, i+2), NN(i, i+2), αN(i, i+3), αβ(i, i+3) ou αN(i, i+4), dans le mélange 
CD3OH/CDCl3 (1/1). L’intégralité des NOEs observés est reportée dans la Figure 
III.3.3.2.1.4. Seuls les deux acides aminés N-terminaux, K291, et W292 ont posé quelques 
problèmes lors de l’analyse. L’identification de la K291 a été possible par analyse du spectre 
Figure III.3.3.2.1.3 : Variation des déplacements chimiques (CSD) des protons Hα du peptide VP723, en 
présence d’un mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) par rapport à une structure random coil. Le peptide VP723 est 
dérivé de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine VP7. 
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TOCSY, alors que l’identification du W292 a été confirmée par la présence d’un NOE de 
moyenne portée de type αβ(i, i+3). 
L’analyse des contraintes de distances et les déplacements chimiques, indique la 
présence d’un grand nombre de corrélations intenses NH/NH ainsi que des corrélations de 
type αN(i, i+2), NN(i, i+2), αN(i, i+3), αβ(i, i+3) ou αN(i, i+4)  mettant en évidence une forte 
structuration en hélice α du peptide VP723, qui s’étend du résidu W292 au résidu M310. 
 
 
 
III.3.3.2.2. Modélisation moléculaire sous contraintes RMN 
Le calcul de la structure du peptide VP723 a été effectué de façon itérative par 
l’utilisation simultanée des logiciels, ARIA et CNS. Le nombre d’itérations réalisées par 
ARIA a été fixé à 8 et au cours de ces itérations les bornes des contraintes de violations ont 
été fixées à 0.2 Å et les contraintes toujours violées sont éliminées. La neuvième itération 
correspond à une étape d’analyse et d’affinement des structures. Ce processus a été renouvelé 
4 fois jusqu’à l’introduction de toutes les données expérimentales qui doivent être en accord 
Figure III.3.3.2.1.4 : Représentations des connectivités NOEs séquentiels et de moyenne portée obtenues par 
analyse des spectres NOESY 2D 1H-1H. L’épaisseur des traits est proportionnelle à l’intensité des NOEs. La 
discontinuité des traits observée pour les corrélations dNN(i, i+1) correspond aux connectivités qui n’ont 
pas été observées en raison de déplacements chimiques très proches ou superposés.  
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avec les structures de plus basses énergies obtenues. ARIA utilise les données initiales du 
projet CcpNmr, qui contient une table de déplacements chimiques, une liste de pics NOEs 
attribués manuellement et les spectres RMN expérimentaux. Au cours du calcul de 
modélisation moléculaire 408 contraintes de distances ont été utilisées, ces dernières se 
décomposent en NOEs intra-résiduels, NOEs séquentiels et NOEs moyennes portées tel que 
décrit dans le tableau III.3.3.2.2.1. Les NOEs de structures secondaires (moyenne portée) 
observés pour chaque résidu sont représentés sur la Figure III.3.3.2.2.1 
 
 
 
Le logiciel ARIA/CNS a permis grâce à des techniques de recuit simulé (simulated 
annealing) de générer un jeu de 100 structures satisfaisant les données expérimentales issues 
de la l’analyse des spectres RMN. La qualité des structures obtenues a été évaluée en se 
0!
1!
2!
3!
4!
5!
6!
7!
8!
2
9
1
!
2
9
2
!
2
9
3
!
2
9
4
!
2
9
5
!
2
9
6
!
2
9
7
!
2
9
8
!
2
9
9
!
3
0
0
!
3
0
1
!
3
0
2
!
3
0
3
!
3
0
4
!
3
0
5
!
3
0
6
!
3
0
7
!
3
0
8
!
3
0
9
!
3
1
0
!
3
1
1
!
3
1
2
!
3
1
3
!
N
o
m
b
re
 d
e 
N
O
E
s!
Résidus!
(i, i+4)!
(i, i+3)!
(i, i+2)!
Figure III.3.3.2.2.1: Représentation du nombre de NOEs de structure secondaire obtenu pour chaque résidu 
du peptide VP723. par analyse des expériences RMN 2D 1H-1H NOESY  
Tableau III.3.3.2.2.1: Contraintes NOEs obtenues par analyse des expériences RMN 2D 1H-1H NOE 
enregistrées sur le peptide VP723 dans le mélange CD3OH/CDCl3 (1/1). 
Type de NOEs NOEs intra-résiduels NOEs séquentiels NOEs  moyenne portée 
Nombre de NOEs 239 79 90 
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basant sur les paramètres décrits ci dessous et les 10 meilleures structures ont été retenues 
pour une analyse structurale 
• Energie intramoléculaire totale la plus faible, 
• Nombre de violations : Après affinement dans la boîte d’eau, seules les 
structures possédant un faible nombre de violations de contraintes de distances, 
inférieures à 0.2 Å, sont conservées.  
• Cartes de Ramachandran: la  distribution des couples (Φ, Ψ) ne doit pas 
s’écarter des zones stériques permises. 
• La valeur de l’écart-type moyen sur les coordonnées atomiques (r.m.s.d) : la 
convergence entre les structures générées est mesurée par l’écart type entre les 
positions (x, y, z) des atomes du squelette peptidique de ces différentes 
structures et les structures présentant une bonne convergence sont retenues. 
Les statistiques structurales obtenues pour les 10 meilleures structures présentant les 
énergies totales les plus faibles sont résumées dans le tableau III.3.3.2.2.2.  
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III.3.3.2.2.1 Analyse des structures obtenues 
Tableau III.3.3.2.2.2: Analyse statistique des 10 meilleures structures présentant l’énergie totale la plus 
faible, obtenues par la méthode du recuit simulé, sous contraintes RMN par l’utilisation simultanée des 
logiciels ARIA et CNS. 
Distance violations (> 0.2 Å) 0 
r.m.s.d. from experimental distance restraints (Å) (1.440 – 1.968) 10-2 
r.m.s.d. from idealized geometry 
bonds (Å)  
angles (deg)  
improper angles (deg) 
 
(2.463 – 2.739) 10 
–3 
0.351 – 0.420 
0.912 – 1.204 
ARIA potential energys (Kcal/mol)  
ENOE 
EVDW 
EBOND 
EANGLES 
EIMPROPERS 
ETOTAL 
 
4.172 – 7.788 
(-54.225) – (-79.760) 
2.591 – 3.205 
13.875 – 20.684 
8.044 – 12.452 
(-797.74) – (-770.096) 
Atomic r.m.s.d. on the backbone atoms (Å) 
(W292 – M310) 
To mean structure 
0.446 
Ramachandran analysis of residues 
favored region (%)  
additional allowed regions (%)  
generously allowed regions (%)  
disallowed regions (%)  
 
90.6  % 
7.15 % 
1.82 % 
0.48 % 
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Les 10 meilleures structures de plus basse énergie du peptide VP723 dans le mélange 
CD3OH/CDCl3 (1/1) ont été superposées (Figure III.3.3.2.2.1.1). L’analyse des structures 
indique que le domaine C-terminal VP723, présente une forte structuration (83 %) en hélice α 
qui s’étend des résidus W292 à M310 dans laquelle seulement 4 résidus ne sont pas impliqués 
dans la structure secondaire en hélice. Les structures calculées semblent être en accord avec 
l’analyse des NOEs de structures secondaires et avec les valeurs des CSD. Les structures 
convergent fortement avec un r.m.s.d de 0.466 Å sur les atomes du squelette (W292-M310). 
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Figure III.3.3.2.2.1.1 : Superposition sur le motif hélice α des 10 meilleures structures du peptide VP723 
obtenues par RMN dans un mélange équimolaire CD3OH/CDCl3. La région en hélice α s’étend du résidu 
W292 au résidu M310 alors que les régions flexibles sont représentées par les résidus indiqués en rouge. 
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III.3.3.2.2.2 Caractéristiques structurales de l’hélice α  (W292‐M210) 
L’analyse des propriétés amphiphiles de la meilleure structure hélicoïdale du peptide 
VP723 obtenue en présence de CD3OH/CDCl3 (1/1) a été réalisée. Les résidus ont été classés 
en fonction du caractère hydrophobe (en rouge) ou hydrophile (en bleu) de leurs chaînes 
latérales. La Figure III.3.3.2.2.2.1, montre les propriétés amphipathiques de cette hélice 
caractérisée par une face hydrophile constituée par les résidus Q294, Y297, D301, N304 et 
Q308, alors que la face hydrophobe comporte les chaînes latérales des résidus W292, F296, 
V299, V303, I306 et M310.  
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Figure III.3.3.2.2.2.1 : Représentation de la structure de plus faible énergie du domaine C-terminal VP723 
de la glycoprotéine VP7, montrant le caractère amphipathique de l’hélice α qui s’étend entre les résidus 
W292 et M310. Les résidus sont distingués en fonction du caractère hydrophobe (rouge) ou hydrophile 
(bleu) des chaînes latérales, mettant en évidence les propriétés amphipathiques du peptide VP723.   
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III.3.3.3 Détermination de la structure 3D du peptide VP723 dans des micelles de 
DPC, par RMN. 
III.3.3.3.1. Détermination des contraintes RMN 
Pour réaliser les expériences de RMN 2D 1H-1H (TOCSY, NOESY et DQF-COSY), les 
échantillons ont été préparés par la mise en solution de 19.5 mg de DPC-d38 (Cambridge 
Isotope Laboratories, Inc. Catalogue référence DLM-2274) dans un mélange 90% d’eau et 
10% de D2O. Une solution micellaire de DPC à 100 mM est ainsi obtenue. Ce tensioactif est 
caractérisé par une tête polaire large est un paramètre d’empilement ρ < 0.33, ce qu’il lui 
confère une capacité de s’organiser en micelles à des concentrations supérieures à la CMC (de 
l'ordre de 1.1 mM). Cette solution micellaire a été utilisée pour dissoudre 1.47 mg du peptide 
VP723. Après homogénéisation de l’échantillon, le pH à été ajusté afin d’obtenir une solution 
de peptide (à 1mM) à pH 3.0. L’analyse des spectres NOESY, TOCSY et DQF-COSY 
enregistrés à 323K nous a permis d’effectuer l’attribution complète des protons pour 
l’ensemble des systèmes de spins (voir table des déplacements chimiques, Annexe paragraphe 
I.2) grâce aux corrélations à travers les liaisons entre tous les protons d’un même résidu.. Par 
la suite chaque système de spin a été identifié dans la séquence grâce aux corrélations 
dipolaires (Figures III.3.3.3.1.1; III.3.3.3.1.2 et III.3.3.3.1.3), obtenues par analyse des 
spectres NOESY, entre deux protons appartenant à des résidus consécutifs dans la séquence. 
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Figure III.3.3.3.1.1 : Schéma d’attribution séquentielle obtenu pour le peptide VP723 
dans les micelles de DPC-d38 grâce au logiciel CcpNmr d’après la méthode de Wüthrich 
(1986). 
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La comparaison des spectres 2D 1H-1H NOESY du peptide VP723 enregistrés en 
présence de DPC (Figure III.3.3.3.1.2 et Figure III.3.3.3.1.3) et du mélange CD3OH/CDCl3 
(1/1) met en évidence une meilleure dispersion des déplacements chimiques en présence du 
mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) contrairement au DPC, milieu dans lequel on observe une 
concentration des protons amides sur une faible plage de déplacements chimiques. 
 
 
 
 
 
Figure III.3.3.3.1.2: Région NH/NH du spectre NOESY du peptide VP723 (1 mM) dérivé de la maturation 
par la trypsine du domaine C-terminal de la glycoprotéine VP7. L’expérience a été réaliséé en présence de 
micelles de DPC-d38 (100 mM) à  T = 323K et pH =3.0, pour un temps de mélange Tm = 250 ms,. Cette 
région met également en évidence des corrélations de moyenne portée de types NH/NH (i, i+2). 
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L’analyse de la déviation des déplacements chimiques (CSD) a été également faite telle 
que décrite précédemment, pour les protons Hα dans le DPC-d38 et les valeurs sont 
rapportées dans la Figure III.3.3.3.1.4. Cette étude nous donne des informations sur la 
structure secondaire locale du squelette peptidique pour chaque résidu. Les valeurs négatives 
du CSD obtenues (inférieures à -0.1 ppm), révèlent une grande propension du peptide VP723 à 
adopter une structure hélicoïdale, à l’exception des résidus Q294 et V295 et l’on distingue, 
d’après l’histogramme des CSD, une interruption de l’hélice α au niveau de ces résidus. 
D’après l’attribution des résonances et le calcul des CDS nous avons des valeurs 
correspondant à des protons déblindés, or dans le cas d’une hélice α les protons Hα, 
Figure III.3.3.3.1.3: Représentation de la région NH/NH du spectre NOESY réalisé dans des micelles de 
DPC-d38 (100 mM) sur le peptide VP723 (1 mM), dérivé de la maturation par la trypsine du domaine C-
terminal de la glycoprotéine VP7.L’expérience a été réalisée à T = 323K et pH =3.0, pour un temps de 
mélange Tm = 250 ms, Cette région montre également les corrélations séquentielles de type NH/Hα  (i, i-1). 
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impliqués dans les liaisons hydrogènes sont blindés comparé aux valeurs de références de 
Wishart, observés pour des structures désordonnées de séquence GGXAGG (X est l’acide 
aminé analysé). D’autre part nous pouvons également observer que les trois derniers résidus 
en C-terminal ne sont pas impliqués dans l’hélice. 
 
 
Les expériences NOESY ont été analysées afin d’identifier les corrélations dipolaires 
séquentielles (Figure III.3.3.3.1.2 et Figure III.3.3.3.1.3), les CSD (Figure III.3.3.3.1.4) et 
également pour attribuer les NOEs de moyenne portée de type αN(i, i+2), NN(i, i+2), αN(i, 
i+3), αβ(i, i+3) ou αN(i, i+4) en présence des micelles de DPC. L’ensemble des NOEs 
observés est indiqué dans la Figure III.3.3.3.1.5. 
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Figure III.3.3.3.1.4: Représentation de la déviation des déplacements chimiques (CSD) des protons Hα du 
peptide VP723, dérivé de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine VP7, en présence de micelles de 
DPC-d38. Cette analyse est effectuée par rapport aux déplacements chimiques observés dans une structure 
désordonnée. 
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Les résultats obtenus (Figure III.3.3.3.1.5) indiquent la présence d’un grand nombre de 
corrélations intenses NH/NH et de corrélations de type αN(i, i+3), αβ(i, i+3) ou αN(i, i+4) 
mettant en évidence une forte structuration du peptide VP723 dans le DPC en hélice α, 
s’étendant du résidu W292 au résidu M310. Les résultats obtenus par mesure des CSD sont en 
accord avec l’analyse des NOEs de structures secondaires, à l’exception des résidus Q294 et 
V295 pour lesquels l’histogramme des CSD montre une interruption de l’hélice α, alors que 
les NOEs de types Hα/Hβ (i, i+3) entre les résidus Q294, Y297 et les résidus V295, T298 
respectivement ont été observés. 
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Figure III.3.3.3.1.5 : Représentation des connectivités NOEs séquentielles et moyenne portée obtenues par 
analyse des spectres 2D 1H-1H NOESY. L’épaisseur des traits est proportionnelle à l’intensité des NOEs. La 
discontinuité des traits observée pour les corrélations dNN(i, i+1) correspond aux connectivités qui n’ont 
pas été observées en raison des déplacements chimiques qui sont très proches ou dégénérés. 
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III.3.3.3.2. Modélisation moléculaire sous contraintes RMN 
Le calcul des structures tertiaires du peptide VP723 en présence des micelles de DPC-d38 
a été effectué tel que décrit précédemment pour l structure obtenue dans le mélange 
CD3OH/CDCl3 (1/1), voire le paragraphe I.3.2.2, de façon itérative.  
Au cours du calcul de modélisation moléculaire 368 contraintes de distances ont été 
utilisées, se décomposent en NOEs intra-résiduels, NOEs séquentiels et NOEs moyenne 
portée reportés dans le tableau III.3.3.3.2.1. Les NOEs de moyenne portée observés pour 
chaque résidu sont résumés dans la Figure III.3.3.3.2.1. 
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Figure III.3.3.3.2.1 : Représentation du nombre de NOEs de structure secondaire obtenu par analyse des 
expériences RMN 2D 1H-1H NOESY pour chaque résidu du peptide VP723. 
Tableau III.3.3.3.2.1 : Contraintes NOEs obtenues par analyse des expériences RMN 2D 1H-1H NOESY 
et TOCSY. 
Type de NOEs NOEs intra-résiduels NOEs séquentiels NOEs  moyenne portée 
Nombre de NOEs 205 74 89 
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Par la méthode du recuit simulé, la modélisation moléculaire du peptide à partir des 
contraintes RMN a été réalisée avec le logiciel ARIA/CNS qui a permis de générer un jeu de 
100 structures satisfaisant les données expérimentales issues de l’analyse des spectres RMN. 
La qualité des structures obtenues a été évaluée en se basant sur les paramètres déjà décrits 
précédemment : énergie intramoléculaire totale la plus faible, faible nombre de violations de 
contraintes de distances < 0.2 Å,  bonne distribution des couples (Φ, Ψ) sur les cartes de 
Ramachandran et la bonne convergence du jeu de structures respectant les contraintes NOE. 
Les 10 meilleures structures ont été retenues pour une analyse statistique résumée dans le 
tableau III.3.3.3.2.2. 
Analyse des structures obtenues 
Tableau III.3.3.3.2.2 : Analyse statistique des 10 meilleures structures du peptide VP723 présentant 
l’énergie totale la plus faible dans les micelles de DPC-d38. Les structures ont été obtenues par la méthode 
du recuit simulé, sous contrainte RMN en utilisant simultanément le logiciel ARIA et CNS. 
Distance violations (> 0.2 Å) 0 
r.m.s.d. from experimental distance restraints (Å) (1.259 – 2.272) 10-2 
r.m.s.d. from idealized geometry 
bonds (Å)  
angles (deg)  
improper angles (deg) 
 
(2.408 – 3.137) 10 
–3 
0.358 – 0.470 
0.881 – 1.239 
ARIA potential energys (Kcal/mol)  
ENOE 
EVDW 
EBOND 
EANGLES 
EIMPROPERS 
ETOTAL 
 
2.935 – 9.553 
(-52.193) – (-77.172) 
2.477 – 4.202 
14.978 – 25.843 
7.704 – 13.702 
(-798.167) – (-777.279) 
Atomic r.m.s.d. on the backbone atoms (Å) 
 
(W292 – M310) 
To mean structure 
0.243  
Ramachandran analysis of residues 
favored region (%)  
additional allowed regions (%)  
generously allowed regions (%)  
disallowed regions (%)  
 
93.2  % 
4.96 % 
1.48 % 
0.38 % 
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Les 10 meilleures structures de plus basse énergie du peptide VP723 dans les micelles de 
DPC-d38 ont été regroupées et superposées (Figure III.3.3.3.2.2).  
L’analyse des structures indique qu’en milieu micellaire, DPC, le domaine C-terminal 
VP723, issu de la maturation par la trypsine de la glycoprotéine VP7 présente une forte 
structuration (83 %) en hélice α s’étendant des résidus W292 à M310, et seulement 4 résidus 
sont très flexibles et n’adoptent pas de structure bien définie.. 
Les structures convergent fortement avec un r.m.s.d de 0.243 calculé sur les atomes du 
squelette de l’hélice sur les résidus W292-M310. Les structures 3D du peptide VP723 
déterminées en présence des micelles de DPC-d38 sont identiques à celles obtenues en 
présence du mélange CD3OH/CDCl3 (1/1). La comparaison des r.m.s.d indique une meilleure 
convergence des structures obtenues dans le DPC, bien que la partie N-terminal semble être 
mieux définie dans le CD3OH/CDCl3 (1/1).  
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Figure III.3.3.3.2.2 : Superposition sur le motif hélice α des 10 meilleures structures du peptide VP723 
obtenues par RMN en présence des micelles de DPC-d38 à pH 3. La région en hélice α est représentée du N-
ter vers le C-ter entre les résidus W292 et M310, et les régions flexibles sont représentées par les résidus 
indiqués en rouge. 
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III.3.3.3.3. Caractéristiques structurales de l’hélice α  (W292-M210) 
L’analyse des propriétés amphiphiles de la meilleure structure hélicoïdale du peptide 
VP723 obtenue en présence de micelles de DPC-d38 a été réalisée. Les résidus ont été 
représentés en fonction du caractère hydrophobe (en rouge) ou hydrophile (en bleu) de leur 
chaîne latérale. La Figure III.3.3.3.3.1, montre que ce peptide possède les propriétés d’une 
hélice amphipathique caractérisée par une face hydrophile constituée par les résidus Q294, 
Y297, D301, N304 et Q308, et par une face hydrophobe comportant les résidus W292, F296, 
V300, V303, I306 et M310.  
Les hélices α amphiphiles sont un motif très abondant dans les peptides perforateurs de 
membranes199,262,298-301. Cette structure caractérisée par deux faces hydrophobe et hydrophile 
de part et d’autre de l’axe de l’hélice, permet une interaction optimale avec les molécules 
lipidiques amphiphiles, constituant les membranes biologiques. L’interaction initiale du 
peptide VP723 avec les têtes polaires des lipides est probablement suivie d’une réorientation 
du peptide, permettant à la face hydrophobe de ce dernier d’interagir avec les chaînes 
lipidiques aliphatiques, comme cela a été décrit dans la littérature pour d’autre peptides 
perforateurs de membranes302. D’autre part ces résultats nous permettent d’expliquer les 
phénomènes d’agrégation du peptide dans l’eau. En effet en présence de solvant polaire des 
interactions hydrophobes  peuvent se former entre les chaînes latérales des résidus 
hydrophobes formant ainsi des agrégats, tandis que les solvants hydrophobes permettent de 
diminuer ces interactions en formant des liaisons hydrophobes avec les chaînes latérales des 
résidus hydrophobes. 
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III.3.4. Comparaison de la structure du domaine VP723 déterminée par 
RMN et de son équivalent dans la structure cristallographique 
L’objectif de cette étude était de déterminer la structure 3D du fragment trypsique issu 
de la glycoprotéine VP7, le plus actif sur les membranes. Notre but était de vérifier si cette 
structure peut rendre compte des propriétés biologiques de la protéine, impliquée dans la 
perméabilisation des membranes après maturation par la trypsine et dont le rôle à été mis en 
évidence par d’autres groupes128,132,152. 
La structure obtenue se caractérise par une hélice α amphipathique, très souvent 
présente dans les peptides perforateurs des membranes, exhibant deux faces distinctes  
hydrophobe et hydrophile, permettant une interaction optimale avec les molécules lipidiques 
Figure III.3.3.3.3.1: Représentation de la structure de plus faible énergie du domaine C-terminal VP723 de 
la glycoprotéine VP7 obtenue en présence de DPC. On peut observer le caractère amphipathique de l’hélice 
α qui s’étend du résidu W292 au résidu M310. Ces résidus sont distingués en fonction du caractère 
hydrophobe (rouge) ou hydrophile (bleu) des chaînes latérales, mettant en évidence les propriétés 
amphipathiques du peptide VP723.  
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amphiphiles constituant les membranes biologiques. D’autre part, il est intéressant de 
remarquer que la maturation par la trypsine du domaine C-terminal de la glycoprotéine VP7, 
dont la structure a été déterminée par cristallographie par Aoki et al33, entraîne un changement 
conformationnel du peptide VP723 (Figure I.3.4.1). En effet la comparaison de la structure du 
peptide VP723 obtenue par RMN avec le domaine correspondant dans la protéine native 
(Figure I.3.4.1), met en évidence un changement de la structure de cette hélice qui est coudée 
entre les résidus D301 et V303, résidus hautement conservé, dans la protéine native alors 
qu’elle est droite dans la structure que nous avons déterminée. 
La maturation par la tryspine de la glycoprotéine VP7 au niveau de la K290, pourrait 
entraîner la perte des interactions hydrophobes entre les chaînes latérales des résidus M285 et 
I306 responsables de la courbure de l’hélice dans la protéine native. Il en résulte ainsi un 
redressement de l’hélice fortement courbée et la mise en place des deux faces hydrophobe et 
hydrophile responsables de l’activité perméabilisatrice de ce peptide au niveau des 
membranes. Cette modification semble nécessaire à l’activité perforatrice du peptide VP723 et 
l’on peut imaginer que la conservation de la courbure de l’hélice nuirait à l’activité comme 
nous le montrerons par la suite sur un peptide mutant de VP723.  
 
 
 
Figure I.3.4.1 : Le clivage par la trypsine entraîne le réarrangement du domaine C- ter de VP7. À droite 
en rose la structure RMN du peptide VP723 dans les micelles de DPC, et à gauche en rose le domaine 
équivalent dans la protéine native déterminé par Rayon-X par Aok.et al., 2009. 
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III.4 Effet des mutations du peptide VP723 sur sa capacité à déstabiliser les 
membranes 
III.4.1. Objectif 
Suite aux résultats obtenus précédemment, nous nous somme intéressés à l’effet de la 
courbure observée dans la protéine native dans le fragment correspondant au peptide VP723 et 
à son effet sur l’activité biologique de VP723. En effet, la protéine VP7 native sous forme 
trimérique en présence de calcium ou sous forme monomérique après relargage du calcium 
mais en absence de trypsine, est incapable de perméabiliser les membranes. Nous voulons 
montrer que le redressement de l’hélice α après maturation par la trypsine de la glycoprotéine 
VP7, est nécessaire à son activité et nous avons donc procédé à une substitution des résidus 
impliqués dans la formation du coude. Ces résidus sont hautement conservés parmi les 
séquences de la glycoprotéine VP7 des différents groupes de rotavirus. Les résidus Y302 ou 
D301 ont donc été substitués successivement par une proline et deux nouveaux peptides ont 
donc été obtenus, VP723D301P et VP723Y302P. Nous savons que les prolines sont souvent 
responsables de courbures et d’interruptions au sein des  hélices 303-306 et leur chaîne latérale 
induisent une restriction de la conformation des protéines et des peptides.  
Contrairement aux autres acides aminés, la proline présente une probabilité 
d’isomérisation cis-trans élevée307. Les travaux entrepris par plusieurs groupes ont permis de 
mettre en évidence l’importance de la nature du résidu X précédant la proline sur le taux 
d’isomérisation cis-trans. Les résultats indiquent que la présence des résidus dont les chaînes 
latérales sont volumineuses en aval d’une proline, favorisent la conformation cis de la proline.  
Pour affirmer ou infirmer cette hypothèse, une étude de prédiction des éléments de 
structures secondaires utilisant le serveur PSIPRED a été entreprise à partir des séquences des 
peptides mutés VP723D301P et VP723Y302P, puis nous avons procédé à la synthèse du 
peptide VP723Y302P, tandis que le peptide VP723D301P a été commandé chez Proteogenix. 
Des tests de perméabilisation des vésicules contenant une sonde fluorescente extrinsèque ont 
été effectués et les éléments de structures secondaires qu’adoptent les mutants en présence de 
micelle de DPC-d38 ont été déterminés par dichroïsme circulaire tandis que l’étude par RMN 
est en cours.  
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III.4.2. Prédiction des structures secondaires 
Une étude préliminaire des structures secondaires potentielles des mutants du peptide 
VP723, VP723D301P et VP723Y302P a été entreprise en utilisant le serveur de prédiction de 
structures secondaires PSIPRED. Les résultats obtenus révèlent une interruption de l’héliceα
lorsqu’on substitue le résidu Y302 par une proline, confirmé également par RMN, (Figure 
III.4.2.1 A) alors que cette interruption de l’hélice n’est pas observée avec le mutant 
VP723D301P. D’après les études de prédiction de structures secondaires, ce mutant adopte 
une structure en héliceαqui s’étend du résidu F296 à K312, malgré la présence de la proline 
(Figure III.4.2.1 B). Les résultats obtenus avec le mutant VP723D301P, semblent être en 
désaccord avec les travaux entrepris par différents groupes308-311 montrant que les acides 
aminés possédant une chaîne latérale volumineuse situés en aval de la proline, favorisent une 
conformation cis de la proline. Dans ce cas le résidu proline (P301) est précédé par une valine 
(V300).  
 
 
Figure III.4.2.1: Séquences primaires et prédictions des structures secondaires des deux peptides mutants 
VP723D301P et VP723Y302P du domaine minimum d’interaction avec les membranes, VP723. 
Prédiction des structures secondaires des mutants VP723Y302P (A) et VP723D301P (B) utilisant le logiciel 
PSIPRED. Les résidus sont indiqués d’après leur position dans la séquence de la glycoprotéine VP7. 
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III.4.3. Interaction des peptides mutants avec les membranes modèles 
des vésicules larges unilamellaires d’Egg PC 
Afin de déterminer l’effet des mutations sur la capacité des peptides à interagir avec les 
membranes modèles, 1μM de chaque peptide a été ajouté à une suspension de LUVs 
composée d’Egg PC à 40 μM renfermant la 6-CF (60 mM). Un spectre témoin du peptide 
sauvage a été également enregistré dans les mêmes conditions. 
Les vésicules larges unilamellaires d'Egg PC ont été préparées, comme cela a déjà été 
expliqué et décrit précédemment dans le paragraphe II.7 (Chapitre III: Matériels et Méthode. 
La Figure III.4.3.1, représente les cinétiques de libération de la 6-CF induite par 
addition de chaque peptide. En effet, la libération de la 6-CF s’accompagne d’une 
augmentation de la fluorescence du milieu, liée à la déstabilisation des membranes modèles 
qui est induite par le peptide VP723. Ce dernier perd son activité biologique lorsqu’on 
substitue le résidu Y302 par une proline. La substitution du résidu Y302 par une proline 
semble supprimer toute activité déstabilisatrice du peptide (Figure III.4.3.1. A), tandis que la 
substitution du résidu D301 par une proline affecte l’efficacité du peptide à perméabiliser les 
membranes (Figure III.4.3.1. B). 
 
Figure III.4.3.1: Cinétique de la libération de la 6-CF dans le milieu réactionnel entraînée par l’addition 
du peptide VP723 (courbe noire, A et B), du peptide mutant VP723Y302P (courbe bleue, A) ou du peptide 
mutant VP723D301P (courbe bleue, B). Dans chaque expérience le peptide est à une concentration de 1 µM. 
Les peptides sont ajoutés dans les suspensions des vésicules larges unilamellaires d’Egg PC dans un tampon 
phosphate (PBS 1 X et à pH =7.4) au temps t =0 et à 37°C. La concentration finale en lipides est de 40 µM. 
Le 100% de lyse a été déterminé par addition de 10 µL de 10% Triton X-100 dans le milieu réactionnel.  
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III.4.4. Etude de la structuration du peptide mutant VP723Y302P par 
dichroïsme circulaire 
Une étude préliminaire permettant d’analyser la structuration des peptides sauvages 
VP723 et mutant VP723Y302P dans les micelles de DPC a été entreprise par dichroïsme 
circulaire. Les micelles ont été préparées par solubilisation de 19.5 mg de DPC-d38 dans 500 
µL H2O/D2O (90% : 10%), ainsi on obtient une solution à 100 mM. Cette solution est utilisée 
pour dissoudre quelque mg de peptides et obtenir une concentration finale de 1 mM).  
Après homogénéisation, le pH est ajusté à pH 3.0 et 9 μL de cette solution ont été 
utilisés et complétés à 300 μL par addition d’eau afin d’obtenir une solution finale de 
micelles à 3 mM en présence de 30 μM de peptide. Cette solution a été  utilisée pour 
l’enregistrement des spectres de dichroïsme circulaire et le reste de la solution pour l’étude 
structurale par RMN.  
Comme montré précédemment, le peptide VP723 adopte une conformation en hélice α 
dans ces conditions d’étude (DPC), pour un rapport peptide/lipide égale à 1/100. D’après les 
résultats obtenus (Figure III.4.4.1. A), cette structure en hélice α est caractérisée par la 
présence des deux minima (210 nm et 223 nm) et deux maxima (196 nm et 216 nm). Par 
ailleurs, il semblerait que le peptide mutant VP723Y302P (Figure III.4.4.1. B), adopte une 
conformation différente de celle observée pour le peptide sauvage, avec un rapport 
peptide/lipide de 1/100.  
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Figure III.4.4.1: Spectre de dichroïsme circulaire A. du peptide VP723 ou B. du peptide VP723Y302P à 30 
µM solubilisé dans une solution d’eau contenant des micelles de DPC à 3 mM. Le spectre a été réalisé à pH 
3.0 et à température ambiante. 
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Ces résultats révèlent une modification de la structure du peptide mutant par rapport au 
peptide sauvage qui expliquerait la perte d’activité observée. De plus, la superposition des 
spectres RMN obtenus dans les mêmes conditions, respectivement pour VP723wt et VP723 
Y302P, indiquent une différence de la dispersion des pics NOEs.  
III.4.5. Détermination de la constante d’affinité du peptide VP723Y302P 
pour les bicouches d’Egg PC par PWR  
La constante d’affinité du peptide VP723Y302P pour les bicouches d’Egg PC a été 
obtenue par l’analyse des courbes de saturation hyperbolique, qui représente la variation 
d’angle de résonance de la polarisation p ou s en fonction de la concentration en peptide 
injectée. Les détails concernant cette technique ont déjà été donnés précédemment. Des 
concentrations croissantes de peptide variant de 100 pM à 200 nM ont été ajoutées dans la 
cellule de PWR, contenant la bicouche lipidique. 
Les constantes de dissociation déterminées sont des constantes apparentes Kd car lors 
de l’interaction du peptide avec la membrane d’autres phénomènes tels que la réorganisation 
membranaire et la solvatation, se produisent simultanément. 
Les valeurs des constantes de dissociation déterminées pour chaque peptide sont 
indiquées dans le tableau III.4.5.1. Elles montrent clairement que la substitution Y302P induit 
une diminution de l’affinité du peptide pour les bicouches d’Egg PC dû au changement 
structural, cela permet d’expliquer la perte de l’activité biologique.  
 
 
 
 
Tableau III.4.5.1 : Constantes de dissociation apparentes des différents peptides : Ces constantes proviennent 
de la combinaison entre l’affinité des peptides pour les membranes (bicouche d’Egg PC) et leur capacité à les 
perturber.  
 Peptides dérivés de la glycoprotéine VP7 
Constantes de dissociation 
apparentes Kd (nM) 
VP723wt VP723Y302P 
1.2 350 
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III.5 Discussion et conclusions 
L’étude structurale par dichroïsme circulaire (CD) et résonance magnétique nucléaire 
(RMN) du domaine C-terminal VP723 de la glycoprotéine VP7 du rotavirus nous a permis de 
mettre en évidence dans un premier temps, l’effet de la composition lipidique sur la structure 
secondaire de ce domaine, puis dans un second temps, d’élucider sa structure atomique dans 
un mélange équimolaire de solvants organiques et dans un système micellaire souvent utilisé 
pour mimer les membranes. Ces données structurales sont complémentaires de l'étude 
effectuée précédemment, partie III.2 (Chapitre III: Résultats), et permettent de mieux 
comprendre le mécanisme d’action du domaine minimum actif VP723 lors de l’interaction 
avec les membranes. 
Modulation de la structure secondaire du peptide VP723 en fonction de la 
composition lipidique   
La différence d’efficacité du peptide VP723 à perméabiliser les membranes modèles 
mise en évidence dans la partie III.2 (Chapitre III: Résultats), nous a permis de nous orienter 
vers une étude préliminaire des structures secondaires par CD de ce peptide dans des systèmes 
membranaires constitués de différents lipides. Les données obtenues par CD sur le peptide 
VP723 dans des SUVs d’extrait cellulaire de foie indique que ce peptide adopte une structure 
en hélice α faiblement ordonnée et que l’utilisation d’un mélange lipidique constitué 
uniquement de L-α-phosphatidylcholine (Egg PC) entraîne l’augmentation de l’ellipticité et 
le décalage spectral des deux minima sur le spectre de CD, ce qui se traduit par une 
stabilisation en héliceα de la structure préexistante. Le changement conformationnel du 
domaine minimum d’interaction avec les membranes et son implication dans leur 
déstabilisation en fonction de leur nature lipidique, pourrait être contrôlé in vivo par 
interaction avec les membranes des cellules épithéliales intestinales. 
Structure du domaine minimum d’activité VP723 dans des conditions mimant 
les membranes 
 
Après détermination de l’activité biologique des différents fragments du domaine C-
terminal issus de la maturation trypsique de la glycoprotéine VP7 (partie III.2. Chapitre III: 
Résultats) et l’identification du domaine minimum le plus efficace à perméabiliser les 
membranes modèles, il nous a semblé important de déterminer les conditions optimales de 
mise en solution du peptide VP723 dans un milieu mimant les membranes. L’étude de sa 
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structure 3D permettra de proposer un mécanisme rendant compte de sa capacité à induire la 
perméabilisation membranaire. Deux milieux différents ont alors été utilisés pour l’étude 
structurale par RMN, le premier, composé d’un mélange de CD3OH/CDCl3 (1/1) et le second 
constitué de micelles de détergent (DPC). Les micelles de détergent représentent le milieu le 
plus favorable pour l’étude des protéines membranaires294,312,313 ou des peptides314-316 
capables d’interagir avec les membranes, bien que ces systèmes micellaires constituent un 
modèle éloigné de la bicouche des biomembranes.  
Nous avons tout d’abord enregistré les spectres du peptide VP723, dans les micelles de 
DPC, à 293K et nous avons pu observer une augmentation de la largeur de raie due 
certainement à un temps de corrélation élevé des peptides en présence des micelles et en 
raison de sa propension à s’agréger. Cette largeur de raie est plus importante que celle 
observée dans les spectres réalisés dans le mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) enregistrés à la 
même température. L’augmentation de la température à 323K a permis d’obtenir un 
affinement des raies et des spectres RMN interprétables. D’autre part, il semblerait que 
l’augmentation de la concentration en DPC entraine la diminution des largeurs des raies, il est 
donc probable que les molécules de DPC diminuent les associations intramoléculaires entre 
peptides et aident donc à sa solubilisation. 
Les données RMN obtenues pour le peptide VP723 en présence du mélange 
CD3OH/CDCl3 (1/1) et des micelles de DPC-d38 indiquent que ce dernier adopte une structure 
en hélice α qui s’étend du résidu W292 au résidu M310. Cette structure est caractérisée par 
une face hydrophobe et une face hydrophile de part et d’autre de l’axe de l’hélice suggérant 
une fonction spécifique de ces résidus au sein de cette structure au cours du mécanisme 
d’action ainsi qu’un rôle dans sa fonction biologique. Ces données confortent les résultats 
obtenus par PWR (Chapitre III: Résultats, partie III.2.3, paragraphe III.2.3.5) qui montrent 
l’importance de la contribution des interactions électrostatiques dans l’efficacité des peptides 
dérivés de la maturation trypsique de la glycoprotéine VP7 à déstabiliser les membranes 
modèles. Il est donc possible que la première étape du mécanisme d’action de ces peptides, 
soit une interaction électrostatique impliquant les chaînes latérales des résidus constituant la 
face hydrophile de cette hélice amphipathique et les têtes polaires des lipides comme cela a 
déjà été décrit dans la littérature188,199,286-288 et illustré dans la Figure III.5.1. Généralement ces 
interactions électrostatiques entraînent une accumulation des peptides suffisamment 
importante à la surface des membranes pour induire leur déstabilisation. Cependant il ne faut 
pas négliger les interactions hydrophobes puisque Dathe et Wieprecht ont montré que la 
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diminution des interactions électrostatiques par diminution des charges engendre une 
diminution de l’affinité du peptide et que ce sont les interactions hydrophobes dans ce cas qui 
prennent le dessus317. En effet la face hydrophobe du peptide permet son insertion au cœur de 
la bicouche lipidique et accélère le processus de perméabilisation membranaire.  
  
 
 
Les acides aminés critiques dans la fonction du domaine minimum 
d’interaction avec les membranes 
Nous avons comparé la structure du peptide VP723 obtenue par RMN avec celle du 
domaine correspondant dans la protéine native VP7, dont la structure a été déterminée par 
cristallographie aux rayons X par Aoki33. Nous avons déterminé que la différence 
fondamentale entre ces deux structures résidait dans l’existence d’un coude au centre de 
l’hélice s’étendant du résidu D301 au résidu V303 n’apparaissant plus dans la structure de 
VP723 résolue par RMN. Nous proposons que la maturation par la tryspine de la glycoprotéine 
VP7 au niveau de la K290, entraîne la suppression de ce coude et le redressement de l’hélice 
et l’exposition des deux faces hydrophobe et hydrophile qui procurerait au peptide VP723 son 
activité déstabilisatrice. 
Suite à cette observation, nous nous somme intéressés à l’effet de cette courbure sur 
l’activité biologique du peptide VP723. Nous avons voulu montrer que le redressement de 
l’héliceαaprès maturation par la trypsine est nécessaire pour que ce peptide acquière son 
Figure III.5.1 : Schéma représentatif de l’étape initiale du mécanisme d’action des peptides au niveau de 
la membrane (Salditt et al. 2006). Le peptide est représenté ici schématiquement par un cylindre possédant 
une face hydrophobe (rouge) et une face hydrophile (bleu).  
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activité. Nous avons procédé à la substitution des résidus impliqués dans la formation du 
coude et hautement conservés dans les séquences de la glycoprotéine VP7 de différents 
groupes et stéréotypes de rotavirus. Les résidus Y302 ou D301 ont été substitués par une 
proline afin d’engendrer la formation d’un coude au centre du peptide et nous avons testé leur 
activité. 
La mutation introduite dans le peptide VP723Y302P entraîne une interruption de l’hélice 
en son centre et affecte son activité biologique et son aptitude à perméabiliser les membranes 
alors que le peptide muté VP723D301P adopte une structure hélicoïdale, prédite, sans 
interruption entre les résidus F296 à K312, pouvant expliquer le maintient de son activité 
biologique même si celle-ci est plus faible que celle du peptide sauvage. 
Interprétation des relations structure‐fonction du domaine minimum 
d’interaction avec les membranes 
L’ensemble des résultats obtenus et des données structurales permettent d’établir un 
modèle potentiel des relations entre la structure et la fonction du peptide VP723. La structure 
de VP723 en hélice α amphipathique, l’analyse in silico de sa séquence et sa capacité à 
perméabiliser les membranes confirme son homologie avec un grand nombre de peptides 
lytiques, perforateurs de membranes. La diversité de ces peptides est telle qu’il est difficile de 
les classer188 cependant, ils se caractérisent souvent par des structures tridimensionnelles soit 
en hélice α, soit en feuillet β stabilisé par un ou plusieurs ponts disulfures ou bien par une 
combinaison de ces deux types de structures195,318. Les peptides lytiques les plus étudiés sont 
des peptides en hélice α amphiphiles. 
Les travaux effectués par différents groupes ont mis en évidence la diversité des espèces 
qui possèdent cette catégorie de peptides. En effet les peptides perforateurs des membranes 
ont été détecté chez l’homme319,320, les virus, les champignons, les insectes, les amphibiens ou 
encore les nématodes321. Il est important de noter que ces peptides ne sont généralement pas 
structurés en milieu aqueux mais adoptent une structure secondaire en hélice α, une ou 
plusieurs hélices, dans des milieux mimant la membrane ou bien au contact des membranes, 
comme nous l’avons montré au cours de ce travail pour les peptides dérivés de la maturation 
par la trypsine de la glycoprotéine VP7. 
Il existe une grande diversité d’espèces (virus, insectes, champignons, homme, ...) 
produisant les peptides lytiques en hélice α amphiphile et leur mécanisme d’action est à 
l’heure actuelle bien décrit dans la littérature. Différents mécanismes200 ont été proposés à 
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partir des études effectuées sur des peptides de référence tel que la mélittine, la magainine, la 
cercropine ou autres dont les plus répandus ont été regroupés sous l’appellation188 « modèle 
SMH » pour Shaï-Matsuzaki-Huang. 
Quelque soit leur mode d’action, les peptides lytiques ne sont actifs qu’à partir d’une 
concentration minimale d’interaction (CMI). Lorsque la concentration du peptide est faible, la 
première étape du mécanisme d’interaction est caractérisée par l’adsorption et l’orientation du 
peptide parallèlement à la membrane, alors qu’une augmentation du rapport peptide/lipide 
entraîne la réorientation du peptide par rapport à l’interface comme décrit dans la 
littérature.209,210 Il est important de noter que cette étape est également dépendante du taux 
d’hydratation de la membrane207,208 et de la composition lipidique206.  
Cette première étape commune à tous les mécanismes proposés est appelée210 
« modèle à deux états »209, la transition décrite par ce modèle est considérée comme une 
conséquence des variations de l’énergie d’adsorption à la membrane suite à l’accumulation 
des peptides. 
A l’heure actuelle, en raison des propriétés lytiques du peptide VP723, structuré en 
hélice α amphipathique et en raison de ses propriétés physico-chimiques et de la nature de ses 
interactions avec la membrane, quatre mécanismes d’action  peuvent être proposés décrivant 
son activité: le modèle tapis, le modèle du pore en tonneau, le modèle du pore mixte ordonné 
ou désordonné et le modèle du radeau naufrage. 
Le modèle de tapis ou détergent « carpet-like model » : au cours de ce processus de 
grandes quantités de peptides s’orientent parallèlement à la membrane, forment un tapis à sa 
surface et perturbent son organisation en agissant comme un détergent. Il en résulte ainsi la 
formation de micelles (Figure III.5.2. A). 
Le modèle du pore en tonneau « barrel-stave model » : après la première interaction 
des peptides avec la membrane lipidique, les hélices α amphipathiques forment des pores 
membranaires de telle façon que les chaines latérales hydrophobes s’alignent avec les chaînes 
alkyles des lipides, tandis que les chaines latérales des résidus hydrophiles constituent le 
coeur des pores (Figure III.5.2. B). 
Le modèle du pore mixte ordonné ou désordonné « toroïdal pore » : les hélices α 
amphipathiques, dans ce cas, s’insèrent perpendiculairement à la membrane et s'agencent de 
façon à ce que les chaînes latérales des résidus polaires interagissent avec les têtes polaires 
des lipides, entraînant ainsi une courbure positive des membranes (Figure III.5.2. C) suivie de 
la formation de pores. Il est également possible d’observer des pores mixtes désordonnés 
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formés par l'insertion des hélices sans orientation préférentielle sur la membrane (voir 
introduction). 
Le modèle du radeau coulant « sinking-raft model » : dans ce cas les peptides en 
hélices α amphipathiques se répartissent de façon hétérogène parallèlement à la surface de la 
membrane générant ainsi un déséquilibre de masses à travers la bicouche lipidique avec une 
augmentation conséquente de la courbure membranaire. Il résulte de ce phénomène la 
translocation du peptide à travers la bicouche et la formation d’un pore transitoire tel que 
décrit dans la littérature pour le peptide antimicrobien d’origine bactérienne la δ-lysine202,203 
et illustré dans la Figure III.5.2. D.  
 
Les résultats obtenus ne mous permettent pas de distinguer entre ces différents 
mécanismes, néanmoins nous avons effectué des expériences supplémentaires afin de faire la 
différence entre un mécanisme entraînant la formation de pores et le modèle détergent qui 
conduit à la formation des micelles, correspondant à des systèmes membranaires de petits 
!!!!!Pore formation!
Barrel-stave model
!
Sinking-raft model
!
Classical Toroïdal model
!
Disordered Toroïdal model
!
Micelles!
Carpet-like model
!
A
!
B
!
C
!
D
!
Figure III.5.2 : Schéma représentant les différents modes d’action des peptides lytiques A, B, C et D (Chan et al. 
2006 ;Sengupta et al. 2008). Chaque mécanisme est précédé par l’association des peptides avec les membranes de 
sorte que les faces hydrophiles de chaque hélice (rouges) interagissent avec les têtes polaires tandis que les faces 
hydrophobes (bleues) s’insèrent dans la bicouche lipidique. A. modèle du détergent B. modèle du pore en tonneau. 
C. modèle du pore torïdal ordonné ou désordonné. D. modèle du radeau naufrage. 
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diamètres. Ces expériences avaient pour but d’estimer par diffusion dynamique de la lumière 
(DLS) le rayon hydrodynamique des LUVs à 150 µM d’Egg PC et de diamètre de l’ordre de 
100 nm, en absence et en présence d’une concentration croissante de VP723. Il est important 
de noter que le rayon hydrodynamique est inversement proportionnel au coefficient de 
diffusion D, des LUVs ou des micelles. 
L’analyse des résultats obtenus par diffusion de la lumière nous a permis d’observer une 
croissance du rayon hydrodynamique avec l’augmentation de la concentration du peptique 
puis une saturation à 1 µM de peptide (Figure III.5.3). Cette hausse est certainement liée à 
l’augmentation du volume des LUVs après addition du peptide qui s’insère dans la membrane 
pour former probablement des pores, puisque à une concentration de 1 µM en peptide, les 
tests de perméabilité indiquent une perméabilisation totale des membranes.  
 
La DLS ne nous a pas permis de déterminer par quel mécanisme VP723 fait des pores 
dans la membrane cependant nous avons pu discriminer entre les deux mécanismes, le type « 
carpet-like » qui conduit après destruction de la membrane à la formation de micelles et le 
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Figure III.5.3 : Schéma représentant la variation du rayon hydrodynamique des LUVs d’Egg PC en fonction 
de la concentration en peptide VP723. 
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mécanisme de formation de pores « barrel-state model », « toroïdal pore » et le « sinking-raft 
model ». 
Des données supplémentaires sur le mode d’insertion du peptide VP723 seraient 
importantes pour établir le mode d’action de ce peptide. La distinction entre les mécanismes 
de formation de pores mixtes désordonnés ou du radeau coulant d’une part et les mécanismes 
de formation des pores mixtes ordonnés ou de pores en tonneau d’autre part, devrait être mise 
en évidence par l’étude de ce peptide en présence de bicelles, par RMN du solide. Cela est en 
cours en collaboration avec Dror Warshowski, (IBPC, Paris). 
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IV. Conclusions générales 
Mon travail de thèse avait pour principal objectif de déterminer le rôle d’un peptide 
comprenant les 61 acides aminés C-terminaux de la glycoprotéine VP7, fragment non 
trypsique potentiellement impliqué dans l’entrée cellulaire du rotavirus.  
Ceci m’a conduite dans un premier temps, à l’identification de quatre fragments 
trypsiques situés du côté C-terminal de VP7 que sont VP743, VP736 et VP723 comportant un 
domaine prédit en hélice membranaire et le peptide et VP713. 
La caractérisation de l’activité biologique des quatre fragments trypsiques C-terminaux 
de VP7, m’a permis de montrer que seulement trois de ces fragments, VP743, VP736, VP723, 
avaient la capacité d’interagir avec les membranes modèles, avec une affinité variable en 
fonction de la composition lipidique. Plus important encore, ces peptides avaient la capacité 
de déstabiliser les membranes avec une efficacité qui varie en fonction de la séquence 
peptidique. 
Par la suite, des études par RMN et modélisation moléculaire, ainsi que différentes 
techniques biophysiques et biochimiques telles que la PWR, le dichroïsme circulaire, la DLS, 
l’infrarouge à transformée de Fourier, des expériences de perméabilisation de LUVs et de 
SUVs, ont été entreprises, afin de comprendre et tenter de caractériser le mécanisme selon 
lequel, ces peptides induisent la perméabilisation des membranes. 
Enfin, les différents résultats obtenus au cours de cette étude, combinés à une analyse 
bibliographique, m’ont amenée à proposer un mécanisme d’entrée du virus, impliquant les 
fragments trypsiques de la glycoprotéine VP7. 
 
Caractérisation d’un domaine d’interaction avec les membranes 
 
Nous avons mis en évidence par analyse in silico de la séquence primaire de la 
glycoprotéine VP7, l’existence d'un domaine prédit en hélice membranaire. Ce dernier est 
situé du coté C-terminal et est relativement court. De plus, nous avons constaté que ce dernier 
domaine très conservé est entouré de part et d’autre par des résidus arginine et lysine, 
hautements conservés parmi les différentes souches de rotavirus et probablement reconnus par 
le site catalytique de la trypsine. 
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La présence de tels domaines dans chaque monomère de VP7, 780 molécules de VP7, 
qui constitue la capside externe de la particule virale, nous a conduit à penser qu’ils pouvaient 
jouer un rôle important dans l’étape d’entrée du virus dans la cellule hôte. Cette hypothèse est 
confortée par des études préalables, publiées par Charpilienne et al128. Leurs travaux indiquent 
que des pseudo-particules virales VLP2/6/7, traitées par la trypsine en présence d’agent 
chélatant du calcium « EGTA », induisent la perméabilisation des vésicules multilamellaires 
(MLVs) contenant de la 6-CF. Alors que, les pseudo-particules virales VLP2/6, ayant subit le 
même traitement, n’ont aucun effet sur les membranes. Ils suggèrent ainsi l’implication de 
fragments trypsiques de VP7 dans la déstabilisation des membranes, lors de l’entrée du virus 
dans la cellule hôte. 
L’implication de la protéine VP4 et en particulier de son domaine VP5* dans la 
perméabilisation des membranes et dans l’entrée du rotavirus ayant déjà été démontrée, il est 
envisageable que VP7 et en particulier les fragments trypsiques agissent de concert avec 
VP5*. 
 
 
Caractérisation fonctionnelle des peptides dérivés de la glycoprotéine VP7, 
après maturation 
 
L’analyse in silico nous a conduit à l’identification et la synthèse de quatre fragments 
trypsiques, VP743, VP736, VP723, VP713. Ces fragments ont été testés pour leur capacité à 
déstabiliser les membranes modèles des LUVs, contenant un marqueur fluorescent, la 6-CF. 
Les résultats montrent que ces peptides, à l’exception du peptide VP713, sont capables de 
perméabiliser les LUVs et que leur efficacité à déstabiliser les membranes est fonction d’une 
part de la concentration en peptide et d’autre part de la composition en lipides. Les constantes 
de dissociation apparentes caractéristiques de l’interaction peptide-membrane ont été 
déterminées par PWR.  
Le résultat marquant de notre étude a été de démontrer que l’affinité des peptides pour 
les membranes et leur efficacité à les déstabiliser est fonction de la taille de la séquence 
peptidique contenant le domaine prédit en hélice membranaire. Nous avons montré que le 
peptide minimum d’interaction avec les membranes, VP723, possède la plus grande affinité et 
la plus grande activité et que le rapport d’affinité avec le peptide trypsique le moins efficace à 
déstabiliser les membranes « VP743 » est égal à 43. 
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L’étude de l’interaction peptide-membrane entreprise par PWR sur des bicouches 
modèles constituées d’un mélange 80 % d’Egg PC et de 20 % de didécyldiméthylammonium 
bromide (DDAB) et comportant des charges positives introduites par le DDAB, nous ont 
permis de démontrer l’importance et la contribution des interactions électrostatiques, durant 
les premières étapes de l’interaction des peptides avec la membrane. Nous avons ainsi suggéré 
que la première étape du mécanisme d’action de ces peptides est caractérisée par des 
interactions électrostatiques entre la face hydrophile du peptide et les têtes polaires de la 
membrane. 
Nous avons également montré que la présence de cholestérol induit une baisse de 
l’affinité des peptides pour les membranes. Cela pourrait être expliqué par les propriétés du 
cholesterol modifiant les propriétés dynamiques de la membrane et indirectement les 
interactions et l’affinité de ces peptides pour les lipides. Des résultats similaires ont été 
obtenus par Ramamoorthy et al283 qui ont montré que la perte de l’efficacité de la paradaxine 
en présence du cholestérol, peptide antimicrobien isolé de la sole, est dû à une réduction de 
l’angle d’inclinaison de l’hélice C-terminale amphipathique du peptide par rapport à la 
bicouche normale (pour plus de détail voir paragraphes ,Partie III.2, Chapitre III: Résultats).  
 
Caractérisation structurale du peptide minimum d’interaction avec les 
membranes, VP723 
 
Les études structurales par dichroïsme circulaire du peptide VP723, utilisant différentes 
compositions et systèmes lipidiques, nous ont permis d’observer les changements 
conformationnels de ce peptide, associés à la nature des lipides utilisés. Ces résultats laissent 
à penser que le peptide en interaction avec les LUVs d’Egg PC adopte une conformation en 
hélice α. Cette conformation est également observée en présence de micelles de DPC. 
Les études par RMN du peptide VP723 en présence de micelles de DPC indiquent une 
organisation structurale en hélice α amphiphile qui s’étend du résidu W293 au résidu M310, 
caractéristique des peptides perforateurs des membranes. De plus, la comparaison de la 
structure du peptide VP723 obtenue par RMN avec le domaine correspondant dans la protéine 
native, dont la structure a été déterminée par cristallographie aux rayons X33, met en évidence 
une courbure de l’hélice en son centre, entre les résidus D301 et V303 hautement conservés, 
dans la structure native. Nous en avons donc conclu que la maturation par la tryspine de la 
glycoprotéine VP7 au niveau de la K290, induit certainement la rupture des interactions 
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hydrophobes entre les chaînes latérales des résidus M285 et I306 du peptide et le reste de la 
molécule. La suppression de ces contacts, qui entraînent des tentions au niveau de l’hélice 
dans la protéine native rendent la face hydrophobe inaccessible, induit un redressement de 
l’hélice fortement courbée et l’exposition des deux faces hydrophobe et hydrophile. 
Les résultats obtenus par comparaison entre la structure RMN de VP723 et son domaine 
équivalent dans la protéine native, nous ont conduit à comprendre l’importance de la 
maturation de la protéine native VP7 et l’effet de la courbure observée sur l’activité 
biologique du peptide VP723. Ceci nous a permis de proposer et de caractériser deux mutants 
du peptide VP723. Le premier, VP723Y302P, est inactif pour la déstabilisation des membranes 
et le second, VP723D301P, présente une affinité et une efficacité réduite pour la 
perméabilisation membranaire par rapport au peptide sauvage correspondant. 
 
Modèle hypothétique d’un mécanisme d’entrée du rotavirus, impliquant des 
fragments trypsiques de la glycoprotéine VP7  
 
Le mécanisme d’infection des entérocytes matures par le rotavirus est un processus qui 
se déroule en plusieurs étapes : clivage par la trypsine de la protéine VP4 en VP8* et VP5*, 
attachement cellulaire, solubilisation de la capside externe, perméabilisation des membranes 
endosomales et internalisation des particules virales infectieuses DLPs dans le cytoplasme.  
Bien que l’implication des protéines VP4 et VP7 au cours des différentes étapes 
d’attachement cellulaire soit bien décrite, le mécanisme selon lequel ces protéines permettent 
la translocation des particules virales dans le cytoplasme reste toujours en discussion. 
Néanmoins, l’équipe de Harrison et Dormitzer, ont proposé un modèle structural expliquant 
les différents changements conformationnels de la protéine VP4 (VP5* + VP8*), permettant 
au domaine VP5* de déstabiliser les membranes. Cependant, comptes tenu du nombre de 
protéines VP7, 780 copie, formant la capside externe et des études réalisées dans le cadre de 
ma thèse, on ne peut pas négliger la possibilité d’une implication probable de VP7 dans la 
déstabilisation des membranes endosomales, sans exclure celui de VP5* et permettant ainsi, 
la translocation des particules virales dans le cytoplasme. Ainsi, nous proposons un 
mécanisme selon lequel la perméabilisation des membranes endosomales est dû à l’action 
simultané de la protéine VP5* et des fragments trypsiques de VP7, comme nous l’avons 
illustré dans la Figure IV.1, ci-dessous. Ce mécanisme serait la résultante d'une série 
d'interactions, impliquant différentes protéines à travers différentes étapes. 
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Etape 1 : maturation de la protéine VP4 
La protéolyse de VP4 en VP8* et VP5* s’effectue au niveau du tube digestif au cours 
de l’infection. Cette étape cruciale pour l’entrée du virus, induit une excision des résidus 232 
à 247 suivie de changements conformationnels. Il en résulte ainsi une amélioration de 
l'infectivité virale facilitant l’entrée du virus dans les cellules 
 
Etape 2 : attachement cellulaire 
Plusieurs éléments laissent à penser que le rotavirus interagit séquentiellement avec 
plusieurs récepteurs cellulaires par l’intermédiaire des protéines VP4 et VP7 de la couche 
externe. L’ensemble des travaux effectués afin de déterminer les différentes étapes, suggèrent 
que le premier contact du virus avec la surface cellulaire s’effectue par interaction de la 
protéine VP8* avec les récepteurs cellulaires contenant l’acide sialique. Après ce premier 
contact avec l’acide sialique, le virus interagit par le biais du domaine VP5* avec le récepteur 
α1β2 et la protéine Hsc 70, puis VP7 se lie aux récepteurs ανβ3 et αxβ2. Il résulte de ce 
processus l’encapsidation des particules virales dans des vésicules d’endocytose. 
 
Etape 3 : solubilisation de la capside externe et déstabilisation des membranes 
endosomales 
 
La perméabilisation de la membrane endosomale par l’action simultanée des protéines 
VP5* et VP7, nécessite dans un premier temps la solubilisation de la capside externe de la 
particule virale. Cette dernière est constituée de trimères de VP7 stabilisés par les ions 
calcium et de 60 spicules de VP4 (VP5*+VP8*) ancrés au niveau des canaux de type II. 
Chaque trimère de VP4 (spicule) interagit, au niveau de chaque canal d’ordre II, avec trois 
sous unités différentes de VP7, appartenant à trois trimères différents32. 
L’interaction de la protéine VP4 (VP5* + VP8*) avec les récepteurs cellulaires, entraîne 
des changements conformationnels, conduisant à la perte du domaine VP8* lors de l’entrée 
dans la cellule et l’apparition de la forme active de VP5*, forme induisant la déstabilisation de 
la membrane et qui reste fixée à la capside externe36,37,159.  
La baisse de la concentration progressive du calcium dans l’endosome primaire, d’une 
concentration extracellulaire de 1 mM à une concentration intracellulaire de 100 nM322, par 
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simple diffusion à travers les canaux calcium ou par transport actif est accélérée par le 
gradient électrochimique généré par les pompes à protons158. Il en résulte alors la dissociation 
de la capside externe par passage de la forme trimérique de VP7 à sa forme monomérique, la 
libération des protéines VP5* et VP7, la maturation des monomères de VP7 par la trypsine, 
libérant ainsi les fragments trypsiques C-terminaux, qui vont à leur tour participer à la 
déstabilisation de la membrane endosomale, conduisant à l’osmolyse. 
Il est important de remarquer ou de rappeler que dans les TLPs, le domaine C-terminal 
de VP7 induisant la déstabilisation des membranes endosomales, correspond à l’hélice H4 
(W289 à V309) impliquée dans l’assemblage de la protéine VP7 sur la capside intermédiaire 
VP6, par interaction avec les boucles D'D" et HαA du domaine H de VP632 (pour plus de 
détails voir paragraphe I.1.4.2.5, Chapitre I: Introduction générale). La solubilisation de la 
capside externe entraînerait donc l’exposition de cette hélice H4 qui pourrait être libérée par 
clivage par la trypsine. 
 En outre, il est possible que la solubilisation partielle de la capside externe des 
particules virales puisse induire l’exposition de la protéine VP5*, qui pourrait former un pore 
dans la membrane participant ainsi à la libération du calcium dans le cytoplasme. Cette 
hypothèse est fondée sur les travaux de Golantsova et al, qui démontrent que les formes 
tronquées de VP5* induisent une augmentation de la perméabilité du calcium dans les 
cultures cellulaires323.   
 
Etape 4 : translocation des particules virales infectieuses dans le cytoplasme 
 
La translocation des particules virales infectieuses dans le cytoplasme est la résultante 
de l’osmolyse cellulaire due à la variation de la pression osmotique causée par les pores 
formés à la surface des membranes par VP5* et les fragments trypsiques de VP7. 
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Figure IV.1 : Modèle hypothétique du mécanisme d'entrée du rotavirus par endocytose dans les cellules 
cibles, impliquant les fragments trypsiques C-terminaux de la glycoprotéine VP7.  
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Suite aux résultats exposés dans cette thèse, nous avons proposé un mécanisme 
hypothétique selon lequel l'action combinée des fragments trypsiques de VP7 et de la 
protéines VP5* induisent de façon concomitante la translocation des DLPs dans le 
cytoplasme. Des données supplémentaires sont évidemment nécessaires pour étayer notre 
théorie et en premier lieu il serait important d’apporter la preuve de la présence de peptides 
trypsiques issus de VP7 dans l’endosome. D’autre part il serait important de déterminer de 
façon précise le mode d’insertion des fragments trypsiques dans la membrane afin d’établir 
leur mode d’action et proposer un mécanisme moléculaire selon lequel ces peptides lytiques 
déstabilisent les membranes. 
Les expériences de DLS semblent permettre de discriminer entre deux mécanismes, 
selon lesquels VP723 peut induire la déstabilisation des membranes, le type « carpet-like » qui 
conduit après destruction de la membrane à la formation de micelles et le mécanisme 
conduisant à la de formation de pores « barrel-state model », « toroïdal pore » et le « sinking-
raft model ». Cependant, il est important de tenter de distinguer entre les mécanismes de 
formation de pores mixtes désordonnés ou du radeau coulant d’une part et les mécanismes de 
formation des pores mixtes ordonnés ou de pores en tonneau d’autre part. Cette incertitude 
devrait être levée par l’étude de ce peptide en présence de bicelles, par RMN du solide. Ce 
travail est en cours en collaboration avec Dror Warshowski à l’IBPC (Paris). 
De plus, d’autres questions restent sans réponse. Quel est le degré d'oligomérisation des 
fragments trypsiques de VP7, conduisant à la formation des pores ou pseudo-pores ? Quelle 
est la nature des interactions permettant la stabilité du pore ou pseudo pore formé ? Quelle est 
sa durée de vie ?  
La détermination de la durée de vie des pores formés par VP5* et ceux formés par les 
fragments trypsiques de VP7 permettrait de caractériser le degré d'implication de chacune de 
ces protéines dans la déstabilisation des membranes, donc son importance dans la 
translocation des DLPs dans le cytoplasme. 
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V. Annexes 
V.1 Déplacements chimiques du peptide VP723  
V.1.1. Tableau des déplacements chimiques du peptide VP723 dans le DPC 
 
Residue δ  NH δ  αH δ  βH Others 
 
W292 7.52 4.43 3.34  
W293 7.19 4.24 3.13, 2.48  
Q294 7.57 4.04 2.08, 1.98 γCH2* 2.34 
V295 7.60 3.86 2.39 γCH3 1.03, 0.97 
F296 8.01 4.17 3.22, 3.14 δCH2 7.17; εCH2 7.07 
Y297 8.19 4.07 3.16, 3.08 δCH2 7.19; εCH2 6.91 
T298 7.85 3.96 4.40 γCH3 1.26 
V299 8.01 3.66 2.32 γCH3 1.08, 0.91 
V300 8.04 3.45 2.04 γCH3 0.90, 0.74 
D301 8.10 4.44 2.91  
Y302 8.13 4.37 3.18, 3.02 δCH2 7.10; εCH2 6.77 
V303 8.54 3.60 2.27 γCH3 1.09, 0.98 
N304 8.53 4.45 2.91, 2.85  
Q305 7.91 4.08 2.29, 2.19 γCH2 2.52, 2.43 
I306 8.10 3.76 2.13 γCH2 1.79, 1.16; γCH3 0.95; δCH3 0.85 
I307 8.35 3.65 2.09 γCH2 1.84; γCH3 1.15; δCH3 0.94, 0.87 
Q308 8.05 4.06 2.19 γCH2 2.47, 2.54 
L309 7.97 4.17 1.96, 1.70 γH 1.88; δCH3 0.94 
M310 7.10 4.32 2.30, 2.17 γCH2 2.85, 2.69 
S311 7.84 4.41 4.01, 3.97  
K312 7.69 4.38 1.97, 1.87 γCH2 1.55, 1.50; δCH2 1.72 
R313 7.80 4.30 1.96, 1.84 γCH2 1.70; δCH2 3.23; εNH 7.39 
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V.1.2. Tableau des déplacements chimiques du peptide VP723 dans un 
mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) 
 
 
Residue δ  NH δ  αH δ  βH Others 
 
W292 8.424 4.45 3.46, 3.42         Hε3 7.402; Hζ3 7.50; Hζ2 7.48; εNH 10.46; δH 7.38 
W293 7.69 4.29 3.34, 2.75 Hζ2 7.43; εNH 10.43; δH 7.18 
Q294 7.34 3.89 1.89, 1.85 γCH2* 2.01 
V295 7.43 3.67 2.39 γCH3* 1.08 
F296 8.14 4.23 3.25, 3.21  
Y297 8.53 4.14 3.24 δCH2 7.35; εCH2 6.92 
T298 7.79 3.98 4.49 γCH3 1.35 
V299 8.13 3.69 2.27 γCH3 1.16, 1.04 
V300 8.17 3.49 2.03 γCH3 0.96, 0.72 
D301 8.43 4.45 3.07  
Y302 8.51 4.24 3.31 δCH2 7.12; εCH2 6.79 
V303 8.75 3.50 2.26 γCH3 1.25, 1.06 
N304 8.37 4.01 3.03, 2.82 δNH2 7.68, 6.67 
Q305 8.35 4.01 2.38, 2.24 γCH2 2.67, 2.40 
I306 8.19 3.70 2.11 γCH2 1.43, 1.16; γCH3 0.95; δCH3 0.72 
I307 8.48 3.70 2.10 γCH2 1.91; γCH3 1.22; δCH3 0.95  
Q308 8.44 4.00 2.29, 2.22 γCH2 2.63, 2.48 
L309 8.42 4.13 1.97, 1.87 γH 1.71; δCH3 0.98 
M310 8.68 4.30 2.30, 2.17 γCH2 2.85, 2.69 
S311 8.10 4.43 4.11, 4.04  
K312 7.79 4.36 2.11 εCH2 2.98; γCH2 1.62; δCH2 1.715 
R313 7.84 4.51 2.06, 1.92 γCH2 1.78; δCH2 3.35, 3.26; εNH 7.38 
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V.2 Analyse structurale et fonctionnelle des peptides VP761, VP743, et VP736 
V.2.1. Analyse fonctionnelle 
Les résultats obtenus dans la partie III.2 (Chapitre III: Résultats), nous ont permis de 
mettre en évidence les nombreuses propriétés des peptides dérivés de la maturation trypsique 
du domaine C-terminal de la glycoprotéine VP7. Comme nous l’avons vu et démontré 
précédemment (Partie III.1, Chapitre III: Résultats), les peptides VP761, VP743, et VP736 
comportent un domaine prédit en hélice membranaire. Ces peptides ont été testés pour leur 
capacité à perméabiliser les membranes modèles de vésicules larges unilamellaires (LUVs) 
d’Egg PC ainsi que de vésicules d’extrait cellulaire de foie. Ces dernières possèdent un 
diamètre d’environ 120 à 140 nm et encapsulent un marqueur fluorescent, la 6-
Carboxyfluorescéine (6-CF). Les résultats (Figure V.2.1.1) indiquent que l’efficacité des 
peptides à perméabiliser les membranes est fonction de la séquence primaire de chaque 
peptide mais également de la composition membranaire en lipides (voir paragraphe III.2.2.4, 
partie III.2, Chapitre III: Résultats).  
Ces résultats ont été consolidés par la mesure des constantes de dissociation apparentes 
des interactions peptide-lipides, à l’aide de la spectroscopie de résonance plasmonique aux 
ondes guidées (PWR). Ces constantes ont été obtenues par analyse des courbes de saturation 
hyperbolique, qui représentent la variation de l’angle de résonance des polarisations p et s en 
fonction des concentrations croissantes en peptide injecté (pour plus de détails, voir Chapitre 
II: Matériels et Méthodes). Les valeurs des constantes de dissociation associées aux différents 
peptides, VP761, VP743 et VP736, en interaction avec la bicouche d’Egg PC, sont 
respectivement de l’ordre de 95 nM, 52 nM et 8 nM.  
Il apparaît ensuite essentiel de comprendre plus finement la nature des interactions entre 
membranes et peptides et c’est dans ce but, que j’ai entrepris de déterminer la structure 3D 
que chaque peptide peut adopter dans des conditions mimant les membranes ou leur 
environnement.   
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V.2.2. Analyse structurale 
L'étude par RMN a été effectuée dans un mélange méthanol-chloroforme et dans des 
micelles de dodecylphosphocholine, visant à mimer les propriétés hydrophobes des 
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Figure V.2.1.1: Cinétique de libération de la 6-CF dans la solution induite par les différents peptides 
dérivés de la glycoprotéine VP7 à 1 µM après 400 secondes d’incubation à 37°C. Chaque peptide est ajouté 
dans la suspension des vésicules larges unilamellaires (LUVs) d’Egg PC à 20 µM dans un tampon PBS 1X 
(pH =7.4) au temps t = 0. Le 100% d’externalisation de la 6-CF a été déterminé par addition de 10 µL de 
10% Triton X-100 dans le milieu réactionnel. 
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membranes lipidiques. Les peptides ont été synthétisés et étudiés par RMN comme cela est 
décrit dans la partie des Matériels et Méthodes. 
 
V.2.2.1 Structure du peptide VP761  
Il existe une très forte corrélation entre l'activité d'un peptide et sa structure. Comme 
c’est le cas pour beaucoup de peptides lytiques déstabilisateurs de membranes, VP761 adopte 
une structure en hélice alpha amphipathique (Figure V.2.2.1.1 et Figure V.2.2.1.2) dans un 
environnement mimant les membranes.  
Figure V.2.2.1.1 : Structure du peptide VP761 déterminée par RMN en présence d’un mélange 
CD3OH/CDCl3 (1/1).  
A. Superposition des 10 meilleures structures, de plus basse énergie, sur les atomes du squelette carboné 
Q280-M310. B. Structure de plus faible énergie, montrant les propriétés amphiphiles de la grande hélice α, 
couvrant les résidus Q280 à M310. Les résidus sont distingués en fonction du caractère hydrophobe (rouge) 
ou hydrophile (bleu) des chaines latérales des acides aminés. 
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Il est important à noter que l’hélice α principale, qui s’étend du résidu Q280 au résidu 
M310 respectivement dans un mélange CD3OH/CDCl3 ou dans des micelles de DPC, est 
bien définie contrairement à l’hélice C-terminale qui est mieux définie dans le mélange 
CD3OH/CDCl3, qu’en présence de DPC. Cette hélice n’apparaît pas dans la structure 
cristallographique de la protéine VP7 native et est considérée comme étant un domaine 
flexible. 
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Figure V.2.2.1.2 : Structure du peptide VP761 déterminée par RMN en présence des micelles de DPC 
A. Superposition des 10 meilleures structures, de plus basse énergie, sur les atomes du squelette carboné 
T281-M310. B. Structure de plus faible énergie, montrant les propriétés amphiphiles de la grande hélice α, 
couvrant les résidus T281 à M310. Les résidus sont distingués en fonction du caractère hydrophobe (rouge) 
ou hydrophile (bleu) des chaines latérales des acides aminés. 
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V.2.2.2 Structure du peptide VP743 
La structure du peptide VP743 tout comme celle de VP761 a été déterminée dans deux 
milieux différents couramment utilisés pour mimer l’environnement hydrophobe des 
membranes biologiques. 
La structure de ce peptide est caractérisée par une grande hélice α amphiphile qui 
s’étend sur les résidus M285-S311 et W289-M310 respectivement dans CD3OH/CDCl3 (1/1) 
et dans les micelles de DPC. Celle-ci est entourée de deux régions flexibles et terminée par 
une petite héllice α comportant les 9 ou les 6 résidus C-terminaux (Figure V.2.2.2.1). 
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Figure V.2.2.2.1: Structure du peptide VP743 déterminée par RMN en présence des micelles de DPC 
A. Superposition des 10 meilleures structures, de plus basse énergie, sur les atomes du squelette carboné 
W289-M310. B. Structure de plus faible énergie, montrant les propriétés amphiphiles de la grande hélice α, 
du résidu W289 au résidu M310. Les résidus sont colorés en fonction du caractère hydrophobe (rouge) ou 
hydrophile (bleu) des chaines latérales des acides aminés. 
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V.2.2.3 Structure du peptide VP736 
L’étude par RMN du peptide VP736 a été effectuée dans un mélange CD3OH/CDCl3 
(1/1) et dans les micelles de DPC. Les résultats indiquent que ce peptide adopte une structure 
en hélice α amphiphile comprise entre les résidus W292 et M310 ou entre les résidus Q294 et 
M310 respectivement dans les DPC (Figure V.2.2.3.1) et le mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) 
(Figure V.2.2.3.2). On observe également en C-terminal, une structure en hélice alpha dans le 
mélange CD3OH/CDCl3 (1/1) qui apparaît non structurée en présence de DPC. Cette hélice 
comporte les 10 derniers acides aminés de la protéine VP7, correspondant au peptide VP713, 
qui est inactif pour la déstabilisation des membranes.  
 
Figure V.2.2.3.1 : Structure du peptide VP736 déterminée par RMN en présence des micelles de DPC 
A. Superposition des 10 meilleures structures, de plus basse énergie, sur les atomes du squelette carboné 
W292-M310. B. Structure de plus faible énergie, montrant les propriétés amphiphiles de la grande hélice α, 
le long des résidus W292 à M310. Les résidus sont colorés en fonction du caractère hydrophobe (rouge) ou 
hydrophile (bleu) des chaines latérales des acides aminés. 
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La caractérisation des propriétés physico- chimiques des peptides VP761, VP43, VP36 
combinée aux études d’interaction avec des bicouches d’Egg PC comportant 20 % de 
didocyldiméthyl amonium bromide, lipides chargés positivement, par PWR, nous a conduit à 
suggérer que la première étape du mécanisme d’action de ces peptides, est une interaction 
électrostatique  entre le peptide impliquant la face hydrophile du peptide et les têtes cholines 
de la membrane. 
A! N-Ter!
C-Ter!
K291!
M310!
S311!
S314!
Q294!
R315!
Y324!
W293!
Q294!
D301!
Q305!
Q308!
Y297!
W292!
F296!
V299!
V303!
I306!
M310!
N-Ter!
C-Ter!
B!
Figure V.2.2.3.2 : Structure du peptide VP736 déterminée par RMN en présence de CD3OH/CDCl3 (1/1) 
constituée par 2 hélices s’étendant sur les domaines (Q294-M310) et (R315-Y324). 
A. Superposition des 10 meilleures structures, de plus basse énergie, sur les atomes du squelette carboné 
Q294-M310. B. Structure de plus faible énergie, montrant la plus grande hélice α, couvrant les résidus 
Q294 à M310 colorés en fonction du caractère hydrophobe (rouge) ou hydrophile (bleu) des chaines 
latérales des acides aminés. 
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Résumé de thèse 
 
Détermination du mécanisme d’entrée du Rotavirus,  
impliquant la glycoprotéine VP7. 
 
Les Rotavirus appartiennent à la famille des Reoviridae, famille du groupe III des virus 
à ARN double brin. Identifiés en 1973 par Ruth Bishop, ces virus non enveloppés sont la 
première cause de diarrhée aiguë sévère du jeune enfant dans le monde. La capside virale 
icosaédrique est constituée de 3 couches protéiques de structure : la couche externe formée 
par la glycoprotéine VP7 d’où émergent les spicules de protéine VP4, la couche intermédiaire 
constituée par la protéine VP6 représentant près de 50 % du poids du virus et enfin, la couche 
interne appelée core, résultant de l’assemblage des protéines VP2, d’où émergent vers 
l’intérieur les protéines VP1 et VP3. Cette capside renferme un génome divisé en 11 segments 
d’ARN bicaténaires. A ces 6 protéines structurales s’ajoutent les protéines non structurales 
qui interviennent lors de la réplication du virus. Les deux protéines structurales, VP4 et VP7 
sont essentielles pour la fixation de la particule triple couche (TLP) aux membranes des 
cellules hôtes, par interaction aux récepteurs intégrines, elle sont également impliqués dans la 
déstabilisation des membranes endosomales, indispensable à la libération de la particule 
double couche (DLP) infectieuse dans le cytoplasme. Actuellement, contrairement au 
mécanisme d’action de la protéine VP5*, celui de la glycoprotéine VP7 est inconnu. 
L’objectif de cette thèse, a été de comprendre le mécanisme moléculaire de 
déstabilisation des membranes par les peptides dérivés de VP7. Dans un premier temps nous 
avons montré, par des études in silico, l’existence d’un domaine prédit en hélice membranaire 
bordé de résidus arginine et lysine hautement conservés, situé à l’extrémité C-terminale de la 
glycoprotéine VP7. Ces résultats ont conduit à la synthèse de quatre peptides avec lesquels 
des tests de perméabilisation de membranes modèles de larges vésicules unilamellaires 
(LUVs) ont été menés. Ceux-ci ont permis d’identifier le domaine minimum le plus actif, 
VP723, parmi les peptides sélectionnés. Dans un second temps nous avons déterminé la 
structure de ces peptides par RMN, dans des conditions mimant l’environnement hydrophobe 
de la membrane. Le peptide minimal VP723 s’organise en hélice α-amphipathique, structure 
souvent impliquée dans la déstabilisation des membranes cellulaires. La comparaison de sa 
structure obtenue par RMN à celle du domaine correspondant dans la structure 
cristallographique de la protéine native montre le réarrangement conformationnel de ce 
segment après maturation par la trypsine. Ces résultats ont été confirmés par deux mutants de 
synthèse, dont l’un est inactif pour la perméabilisation des membranes modèles. Ces travaux 
ont été complétés par des expériences de Résonance Plasmonique aux Ondes guidée (PWR). 
Des études par RMN du solide sont en cours afin de déterminer l’orientation du peptide dans 
les membranes modèles.  
En conclusion, nos résultats mettent en évidence l’importance du domaine C-terminal 
VP723 de la protéine VP7 dans la déstabilisation des membranes, permettant d’assurer la 
translocation de la particule virale infectieuse (DLP) de l’endosome vers le cytoplasme. Un 
modèle du mécanisme d’entrée du virus, médié par les peptides dérivés de la maturation par la 
trypsine de la glycoprotéine VP7 est proposé. 
  
Mots clés: Rotavirus; glycoprotéine VP7, entrée, peptide perforateur de membrane; 
perméabilisation des membranes; réarrangement conformationnel, PWR, RMN, ATR-FTIR, 
dichroïsme circulaire, cryomicroscopie électronique.  
  
